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En plus d’être considéré comme un des plus gros organes chez les
mammifères, le foie est la glande la plus volumineuse de l’organisme. Cet organe
multifonctionnel a une structure presque identique dans divers groupes
taxonomiques ce qui explique le peu de différences inter espèces chez les
mammifères.
Parmi ses multiples fonctions, le foie est responsable du maintien de la
glycémie : le foie absorbe et emmagasine le glucose circulant en excès sous une
forme polymérique, le glycogène. Au besoin, ce polymère peut être dégradé en
glucose par l’action du glucagon pour fournir de l’énergie. Lors d’un jeûne ou d’un
effort physique prolongé, le glucagon favorise la création de glucose à partir
d’acides aminés gluconéogéniques, du lactate et du glycérol. Le foie peut aussi
entreposer des lipides par exemple, après un repas riche en lipides, les hépatocytes
accumulent des triglycérides. À long terme, une consommation d’aliments riches en
gras favorise le développement d’un «foie gras ». Cette dégénérescence du foie est
l’un des premiers signes de l’apparition d’une pathologie hépatique. Si cette
pratique alimentaire persiste pendant plusieurs années, des pathologies comme la
stéatose hépatique non-alcoolique (SHNA), la cirrhose du foie et le diabète de type 2
peuvent se développer.
Lors de notre première étude, nous avons étudié les effets d’une SHNA
induite par une diète riche en lipides sur la sensibilité hépatique au glucagon. Les
résultats expérimentaux montrent une diminution de la production hépatique de
glucose (PHG) lors d’un cÏamp hyperglucagonémique. De plus, lorsque les données
individuelles de PHG sont comparées aux concentrations de triglycérides hépatiques,
une relation négative est observée entre l’augmentation de lipides hépatiques et la
perte de sensibilité du foie au glucagon. En utilisant un protocole d’entraînement en
endurance de 6 semaines, nous avons augmenté la sensibilité du foie au glucagon.
Cette étude est la première à montrer qu’une résistance hépatique au glucagon se
développe suite à l’ingestion d’une diète riche en lipides et que l’entraînement en
endurance peut atténuer cette perte de sensibilité. Nous suggérons qu’une
infiltration hépatique de lipides peut être responsable du développement de la
résistance hépatique au glucagon.
VPour comprendre les résultats précédents, notre seconde étude avait pour but
d’examiner la densité et l’affinité des récepteurs hépatiques au glucagon (RG) en
plus de déterminer le contenu membranaire des hépatocytes en protéines G
d’animaux nourris à une diète riche en lipides. Une diminution significative de la
densité des RG (sans modification de son l’affinité) et du contenu membranaire en
protéines GsŒ a été observée simultanément à une augmentation en protéines GiŒ2.
Nos résultats suggèrent que l’infiltration hépatique de lipides réduit la sensibilité du
foie au glucagon en diminuant la densité des RG et l’efficacité du système de
signalisation infra-cellulaire du glucagon.
La diminution du nombre de RG dans notre seconde étude nous motive à
examiner la désensibilisation et l’intemalisation des RG lors d’une SHNA ainsi qu’à
expliquer comment une session d’exercice en endurance peut moduler ce processus
cellulaire. Une réduction significative du nombre total de RG présents dans les
hépatocytes ainsi qu’une diminution des récepteurs membranaires ont été mesurées.
Ces changements sont accompagnés d’une augmentation des RG au niveau des
endosomes et des lysosomes. Bien que l’exercice en endurance module la présence
de RG membranaires, ses effets sont limités sur le nombre de RG totaux et
lysosomaux. Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent que la diminution de la
sensibilité du foie au glucagon lors d’une SHNA peut s’expliquer par une réduction
du nombre de RG totaux et membranaires.
Globalement, nos études sur la sensibilité hépatique au glucagon lors d’une
$HNA offrent une perspective nouvelle sur les effets délétères associés à une
infiltration hépatique de lipides. Bien que de plus amples études sont nécessaires
pour comprendre les mécanismes moléculaires modulant l’expression des RG dans
notre modèle animal de SHNA, nous croyons que nos résultats permettent de mieux





The liver is one of the iargest organs in mammals, and is the largest gland by
a considerable margin. It’s a remarkable gland with numerous functions, and its
structure in many different taxonomie groups is virtually identical; species
differences, especially within mammals, are minor.
The liver has, as one of its many functions, the responsibility for maintaining
blood glucose levels. To this end, the hepatocytes take up and store excess glucose
as a polymeric derivative, glycogen. Glycogen can, when needed, be dismantled
back into its constituent glucose moieties by the action of glucagon, the
hyperglycemic pancreatic hormone. Following glucagon stimulation in fasting and
exercise, the liver can also produce glucose from gluconeogenic amino acids.
Hepatocytes are also a temporary storage depot for lipids. After eating a lipid rich
mea!, the liver can become gorged with fat dropiets in the hepatocytes. The practice
of chronic overinduigence in fatty food could resuits in the development of fatty
liver. This “fatty degeneration” is one of the first indications of liver disease. If the
gorging continues for years , non-alcoholic hepatic-steatosis (NASH), ciffhosis and
type 2 diabetes can occur.
In our first study, we examined the effects of a NA$H induced by a high fat
diet on hepatic glucagon sensitivity. Resuits showed a significant reduction in
hepatic glucose production foilowing a hypergiucagonernic clamp. Comparisons of
ail individual liver triglyceride and hepatic glucose production values revealed that
liver triglyceride values were highly predictive of the decreased glucagon hepatic
glucagon sensitivity. Using a 6 weeks endurance training protocol, we were able to
significantly increase the liver sensitivity to glucagon. This study was the first to
present resuits indicating that the feeding of a high-fat diet induces a state of hepatic
glucagon resistance, which can be partially attenuated by concurrent endurance
training. We suggested that liver lipid infiltration might interfere with the action of
giucagon, thus inducing glucagon resistance in liver.
In our second study, we examined glucagon receptor (GR) density and
affinity as well as hepatic plasma membrane G protein content of high fat fed
animais to see if aiterations in those parameters could explain the reduction in
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hepatic glucagon sensitivity seen in our first study. The high-fat diet resulted in
significantly lower hepatic GR density and G5Œ protein content as well as higher
GïŒ2 protein content with no significant effects on GR affinity. We suggested that
liver lipid infiltration plays a role in reducing glucagon action in the liver of high fat
fed rats through a reduction in GR density and gÏucagon-mediated signal
transduction.
Finally, the reduction of GR number in our second study prompted us to
examine if NASH increases hepatic GR desensitization and internalization and
whether an acute bout of endurance exercise could favorably affect those cellular
mechanisms. Steatotic rats showed a reduction of total hepatic GR and hepatic
plasma membrane GR protein content. These changes were accompanied by a
significant increase in endosomal and lysosomal GR content with the feeding of a
high fat diet. An acute bout of endurance exercise had lirnited effects on total
cellular and lysosomal GR content but seems to regulate GR content on plasma
membranes. Again, to add to our previous findings, the reduced glucagon action in
the liver seen in non-alcoholic hepatic steatotic rats could be explained by a
reduction in total cellular and plasma membrane GR content.
In sumrnary, our studies on hepatic glucagon sensitivity in NASH helped
shed light on the deleterious effects associated with physiopathologies exhibiting an
increased liver lipid infiltration. Although further studies are required to understand
the molecular mechanisms that regulate the changes we documented on hepatic GR
in our animal model of NASH, we believe that our findings are helpfifl to further
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Figure 1 page 34
Régulation du métabolisme du glycogène hépatique par le
glucagon. Schématisation des effets du glucagon sur la
glycogénolyse et la glycogenèse
Figure 2 page 35
Régulation du métabolisme hépatique du glucose par le
glucagon. FBPase-2: fructose-2,6-biphosphatase; PFK2: 6-
phosphofmcto-2-kinase; PEPCK: phophoénolpyruvate
carboxykinase. Les détails des effets du glucagon sur ces
métabolismes sont décrits dans le texte
Figure 3 page 38
Récepteur à sept domaines transmembranaires. NH2
Extrémité arnino-terminale; COOH: Extrémité carboxyle
terminale; TM: Domaine transmembranaire; E: Boucle
extracellulaire; I : Boucle intracellulaire
Figure 4 page 39
Changement de la configuration du récepteur au glucagon
suite à la liaison de son ligand. Récepteur à sept domaines
transmembranaires. NH2 : Extrémité amino-terminale;
COOH: Extrémité carboxyle-terminale; E: Boucle
extracellulaire; I : Boucle intracellulaire
Figure 5 page 40
Schématisation de la voie de signalisation moléculaire du
glucagon. PIP2: phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, PGC
1: peroxisome proliferator-activated receptor-7 coactivator-1;
PEPCK: phophoénolpyruvate carboxykinase; G-6-Pase:
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glucose-6-phosphatase; AC: adénylate cyclase; cL, 3, y: sous-
unités cL, 3 et -y des protéines; Gs: Protéine G stimulantes.
Figure 6 page 33
Représentation de la désensibilisation des récepteurs aux
protéines G suite à son activation par un agoniste. J3alT: béta
arrestine; E: effecteur (adénylate cyclase); G: protéines G;
GRK: kinases des récepteurs couplés aux protéines G; H:
hormone; phosphate
Figure 7 page 49
Perturbations métaboliques résultants de l’accumulation de
triglycérides hépatiques lors de la résistance à l’insuline.
ACC : Acétyl-CoA carboxylase; AGL: Acides gras libres; f3-
OX: Béta-oxydation; ChREBP: Carbohydrate response
etemeizt-binding protein; CK: Cycle de krebs; CPT-1
camitine-palmitate transférase; FAS: Fatty Acid $ynthase,
LH$: Lipase hormono-sensible; ROS: Reactive oxygen
species; SREBP-1C: sterol regulatoiy eleinent-binding
protein-]; TNF-cL: Tumor necrosisfactor-].
figure 8 page 160
Contrôle de la gluconéogenèse par l’insuline et le glucagon.
A: rôle de l’insuline dans la gluconéogenèse post-prandiale;
B: rôle du glucagon dans la gluconéogenèse à jeun.
figure 9 page 161
Contrôle de la gluconéogenèse par l’insuline et le glucagon.
C: perte d’inhibition de l’insuline lors d’une pathologie; D;
rôle hypothétique de la résistance au glucagon pour rétablir la
gluconéogenèse
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Figure 10 page 169
Rôle de la Regutatoiy-G protein Signaling Protein dans
l’activation des protéines G dans les récepteurs couplés aux
protéines G. GTP : Guanine tri-phosphate; GDP: Guanine di-
phosphate; Pi: phosphate inorganique; GAP: gtianosine
trthosphatase-activating proteins; RGS: Regulators of G
protein signaÏing; u, 13, : sous-unités alpha, beta et gamma
de la protéine G hétérotrimérique
Figure 11 page 175
Modèle hypothétique d’induction de la résistance hépatique
au glucagon lors d’une stéatose hépatique induite par une
diète riche en lipides. ufry : Protéine G hétérotrirnérique; AC:
adénylate cyclase; AGL: Acides gras libres; Barr: Beta
Arrestine; cAMP : Adénosine mono phosphate cyclique; Gs:
Protéine G stimulante; GRK: G-Protein related kinase LH$
Lipase hormono-sensible; PHG: Production hépatique de
glucose; RGS t Regulators of G protein signaling; TNF-u:
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Le glucagon est une hormone polypeptidique de 29 acides aminés produite
suite à la maturation protéolytique primaire du proglucagon dans les cellules alpha
des flots de Langerhans. La biosynthèse du proglucagon en gÏucagon dans les
cellules alpha nécessite l’enzyme endopeptidase proprotéine convertase PC2 (70, 71,
174, 175). Le proglucagon est également responsable de la biosynthèse d’hormones
polypeptidiques spécifiques comme la GLP-1, la GLP-2 (Giucagon Like Feptide]
and 2), la gÏicentine et l’oxyntomoduline. Toutefois, la formation de GLP nécessite
la proprotéine convertase PCi-3 présente dans les cellules L des intestins (174, 175).
Il est reconnu que la baisse de la glycémie représente le stimulus le plus
puissant de la sécrétion de glucagon (Section 1.2). Les autres facteurs favorisant la
libération du glucagon des cellules ci du pancréas sont l’augmentation de la
concentration plasmatique d’acides aminés gluconéogeniques, de cholécystokinine,
de cortisol, d’acétylcholine et de théophylline. Au repos, le principal rôle
physiologique du glucagon est de maintenir la glycémie en augmentant la production
hépatique de glucose. Pour ce faire, le glucagon active la glycogénolyse hépatique
tout en augmentant la gluconéogenèse à partir des acides aminés présents dans le
foie (1.3.2.). Ainsi, chez l’homme, le glucagon représente une hormone clé dans
l’homéostasie glucidique. Parallèlement, le glucagon semble avoir de faibles effets
lipolytiques. Concomitamment, ces effets lipolytiques augmentent la formation de
corps cétoniques par la dégradation des triglycérides présents dans le foie. Le
glucagon a également un effet ionotropique sur le coeur en plus de stimuler la
lipolyse adipocytaire, la sécrétion d’hormones de croissance, d’insuline et de
somatostatine (Tableau 1). Bien que le glucagon est en mesure d’activer la
glycogénolyse hépatique, il est incapable d’activer la glycogénolyse musculaire en
raison de l’absence de récepteurs au niveau des muscles squelettiques (164)
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Tableau 1. Fonctions principales du glucagon
Foie
. Activation de la glycogénolyse
. Activation de la gluconéogenèse
. Activation de la lipolyse
. hihibition de la glycogenèse
. Inhibition de la glycolyse





. Activation de la lipolyse
Reins
. Activation de la glycogénolyse
• Activation de la gluconéogenèse
Pancréas
. Sécrétion d’insuline
• Sécrétion de somatostatine
Le glucagon agit sur les cellules par l’intermédiaire de son récepteur (Section
1.4.). Le récepteur au glucagon (RG) est un récepteur à sept domaines
transmembranaires couplé aux protéines G et Gq (GPCR) qui compte 485 acides
aminés (101). La cascade de signalisation intracellulaire activée par le glucagon se
fait via l’adénylate cyclase et la phospholipase C (Section 1.4.). Dans de nombreux
tissus, ces voies de signalisation sont impliquées dans la régulation des substrats
énergétiques, dans la libération de calcium et dans l’activation des MAP kinases(MAPK, ERKY/2). Le foie, le pancréas, les reins, les intestins, les adipocytes et le
pancréas comptent parmi les organes cibles du glucagon (Tableau 1) (43, 44, 28).
L’exercice est également un stimulus de la sécrétion de glucagon. Lors d’un
effort physique prolongé, les concentrations plasmatiques d’insuline diminuent
tandis que les concentrations plasmatiques de glucagon s’élèvent. Ainsi, les
changements de concentrations plasmatiques de ces hormones contribuent à
maintenir les concentrations de glucose adéquates pour les besoins énergétiques de
la tâche: la diminution du ratio molaire d’insuline-glucagon favorise l’activation de
la glycogénolyse et de la gluconéogenèse lors d’un effort physique prolongé. De
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plus, avec l’entraînement et l’exercice en endurance, la sensibilité du foie au
glucagon augmente significativement (61, 62, 117). Ceci se traduit par une plus
grande efficacité du foie, tant au repos qu’à l’effort, à répondre au glucagon malgré
de plus petites concentrations plasmatiques de cette hormone. Ainsi, en plus d’avoir
un rôle important dans l’homéostasie glucidique au repos, le glucagon est important
pour le contrôle énergétique lors d’efforts physiques.
La motivation principale pour l’étude du métabolisme du glucagon
s’explique par le fait qu’il existe de nombreuses questions sans réponse en ce qui a
trait aux rôles de cette honiione dans des physiopathologies telles l’obésité, la
stéatose hépatique non-alcoolique ($RNA) et le diabète de type 2. Chez des patients
atteints du diabète de type 1 et 2, des changements dans la régulation des
concentrations plasmatiques de glucagon et d’insuline engendrent des effets
délétères graves sur l’organisme: résistance à l’insuline, hyperglycémie,
hyperinsulinérnie, stress oxydatif, athérosclérose, problèmes cardiaques. Dans le
l’intolérance au glucose et le diabète de type 2, l’hypothèse d’une défectuosité bi-
hormonale a été mise de l’avant pour expliquer l’hyperinsulinérnie et
l’hyperglycémie. Il semble qu’une augmentation anormale des concentrations
relatives de glucagon en fonction de l’insuline soit une cause importante de
l’apparition des effets découlants de ces pathologies. En effet, la sous-utilisation du
glucose lors de la résistance à l’insuline jumelée à la surproduction de glucose dûe à
une augmentation des concentrations plasmatiques de glucagon contribuent à
l’hyperglycémie et confère au glucagon un rôle important dans la pathogenèse du
diabète (2, 111, 178). Par contre, bien que l’on connaisse amplement le rôle du
glucagon dans le métabolisme glucidique à l’état basal et lors d’efforts physiques,
peu d’informations sont disponibles en ce qui a trait à la sensibilité hépatique du
glucagon lors d’une pathologie comme l’obésité, la SHNA et le diabète. De plus, il
est maintenant accepté que l’exercice aigu et chronique améliore la sensibilité
hépatique à l’insuline et au glucagon chez l’homme (61, 62, 117, 129). Toutefois,
bien que l’entraînement en endurance augmente la sensibilité à l’insuline lors d’une
physiopathologie comme la SHNA (52, 54, 78, 186), nous ne savons pas encore quel
est le rôle de l’exercice physique sur la sensibilité hépatique du glucagon lors d’une
telle pathologie.
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1.2. Le glucagon : régulateur de l’homéostasie glucidique iii vivo
Le glucagon joue un rôle clé dans le métabolisme du glucose in vivo. En
accord avec son rôle contre-régulateur à l’insuline, le glucagon augmente les
concentrations plasmatiques de glucose en réponse à une hypoglycémie induite par
l’insuline (66). En raison de son action hyperglycémiante, l’administration de
glucagon est appliquée en milieu hospitalier pour corriger l’hypoglycémie (33, 57,
86). Lors d’études utilisant le modèle humain ou animal, l’administration de
glucagon dans des conditions de jeûne et post-prandiaux résulte en une
augmentation des concentrations plasmatiques de glucose (66, 96, 139, 11$, 217).
Ainsi, le glucagon n’est pas seulement un régulateur de la glycémie àjeûn, mais joue
un rôle prépondérant dans l’homéostasie glucidique peu importe l’état énergétique.
Plusieurs études ex vivo et in vitro utilisant le modèle de perfusion de foie isolé ont
montré que l’augmentation de la production de glucose résultant d’une
administration de glucagon est le fruit d’une augmentation de la glycogénolyse et de
la gluconéogenèse (57, 98, 128, 209, 210).
Le glucagon est donc un régulateur de l’homéostasie glucidique répondant
efficacement aux perturbations de la glycémie. Lors d’une diminution de la
glycémie, le glucagon a la capacité d’agir rapidement sur l’organisme et ce, malgré
de très faibles concentrations. L’administration de petites doses de glucagon lors
d’études in vivo permet d’augmenter de façon significative les concentrations
plasmatiques de glucose: en utilisant des doses jusqu’à 10 fois moins élevées (120
ug) que les doses standard (1000 ug), la production de glucose augmente à des taux
similaires pour tous les dosages (26, 118, 139). Par ailleurs, le fait que le glucagon
soit sécrété par les cellules u du pancréas de manière pulsative semble être plus
efficace pour augmenter rapidement la production hépatique de glucose qu’une
sécrétion continuelle (146). En effet, une sécrétion pulsative de glucagon résulte en
une production hépatique de glucose de 40% supérieure à celle observée lors d’une
administration continuelle (149). De plus, en utilisant le modèle du chien conscient,
Dobbins et al. ont montré qu’une injection de glucagon augmente la production
hépatique de glucose en quelques minutes (15 minutes) pour ensuite se dissiper (3 à
4 heures) (56). Ainsi, en raison de la sensibilité du foie au glucagon et de sa
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sécrétion pulsative du pancréas, le glucagon est une honiione efficace pour
augmenter rapidement la production hépatique de glucose et réguler adéquatement la
glycémie.
Il existe plusieurs preuves que l’inhibition de la voie de signalisation du
glucagon in vivo résulte en une diminution de la concentration plasmatique de
glucose. Chez le rat, l’administration d’un anticorps polyclonal neutralisateur du
glucagon a permis d’abolir l’hyperglycémie résultante d’une injection de glucagon
(193). De plus l’utilisation d’un anticorps monoclonal neutralisateur du glucagon a
permis de normaliser la glycémie chez des rats asymptomatiques et diabétiques
ayant reçu une injection de glucagon (23). Ainsi, l’administration de ces anticorps
nous permet de reconnaître l’importance de cette honnone dans le contrôle de la
glycémie. Bien que nous reviendrons plus tard sur le RG, il est important de
mentionner qu’une délétion génique spécifique du RG permet de générer une souris
affichant un phénotype particulier caractérisé par une glycémie réduite dans les états
post-prandiaux et à jeun (72, 151). Ainsi, par l’utilisation d’anticorps neutralisateurs
du glucagon et de souris génétiquement modifiées, les auteurs ont une fois de plus
prouvé le rôle du glucagon en tant qu’élément important dans le contrôle de
l’homéostasie glucidique in vivo.
Comme nous l’avons mentionné précédemment, le glucagon provient de la
maturation protéolytique du proglucagon par 1’ endoprotéase proprotéine convertase
PC2 provenant des cellules Œ du pancréas (70, 71, 174, 175). Or, en utilisant un
modèle de souris ayant une délétion génique de PC2 pancréatique (PC2j, Fumta et
al., (70, 71) ont créé une souris avec un phénotype unique: une présence
indétectable de glucagon en circulation, une meilleure tolérance au glucose et une
diminution des concentrations plasmatiques de glucose à jeun. De plus, ce
phénotype se caractérise par une réduction de l’expression génique de la
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), enzyme hépatique importante de la
gluconéogenèse (208). Ainsi, la corrélation entre le phénotype hypoglycémique des
souris PC2’ et l’absence de glucagon démontre, encore une fois, l’importance du
glucagon dans le contrôle de la glycémie. Par contre, il est important de mentionner
que l’interprétation initiale de ces résultats est difficile à cause d’une défectuosité
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dans la maturation protéolytique de la proinsuline en insuline chez cette souris (70,
71). Pour palier à cette difficulté d’interprétation, Webb et al. (208) ont montré que
l’administration de glucagon à ces souris PCZ’ peut corriger l’hypoglycémie en plus
de normaliser l’expression enzymatique de la PEPCK hépatique (208). Ainsi, cette
étude confirme le rôle central du glucagon dans l’homéostasie glucidique en plus de
valider le glucagon en tant qu’antagoniste puissant à l’insuline dans la régulation de
la glycémie in vivo.
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1.3. La régulation du métabolisme du glucose par le glucagon
Pour les fins de cette section, nous n’allons que brièvement discuter du RG.
Pour plus d’informations sur le RG, veuillez vous référer à la section 1.4.
Le glucagon agit sur les cellules par l’intermédiaire de son récepteur (Section
1.4.). Le RG est un récepteur de 485 acides aminés comptant sept domaines
transmembranaires et couplé aux protéines G et Gq (GPCR) (101) (Figures 3, 4 et
5). La liaison du glucagon sur la boucle extracellulaire de son récepteur entraîne un
changement de conformation qui engendre une activation des protéines G couplés au
récepteur (Figure 4)
Panni la multitude de protéines G existantes, les protéines Gs et Gq ont été
identifiées comme étant celles qui jouent un rôle important dans la signalisation
moléculaire du RG. L’activation de la protéine Gs stimule l’adénylate cyclase qui,
à son tour, augmente les concentrations intracellulaires de AMPc et de protéines
kinases A (PKA). Quant à la protéine Gq, la stimulation de cette dernière active la
phospholipase C, la production d’inositol 1,4,5-triphosphate et la libération
intracelÏtilaire de calcium (28, 44). Pour les fins de cette thèse, nous allons
concentrer notre discussion sur le rôle du glucagon dans la régulation de la
production hépatique de glucose via l’activation de la protéine kinase A. En ce qui a
trait aux rôles de la protéine Gq, ils ne seront que brièvement abordés.
1.3.1. Activation de la glycogénolyse
Les principaux effets du glucagon sont observés au niveau du foie (Figure 1).
Suite à la stimulation de l’adénylate cyclase et de l’augmentation de l’AMPc,
l’activation de la protéine kinase A phosphoryle et active la glycogène
phosphorylase kinase. Ceci a pour effet d’augmenter la dégradation de glycogène

















Figure 1: Régulation du métabolisme du glycogènehépatique par le glucagon. Schématisation des effets duglucagon sur la glycogénolyse et la glycogenèse Lesdétails des effets du glucagon sur ces métabolismes sontdécrits dans le texte
Le glucose-6-phosphate peut ensuite se transformer en glucose grâce à la
glucose-6-phosphatase et ainsi augnienter la quantité de glucose pouvant être
exportée du foie (107). En plus d’activer la cascade de signalisation «PKA
-
phosphorylase kinase - glycogène phosphorylase », le glucagon augmente l’activité
de la glucose-6-phosphatase dans le foie (9). Yoon et al. ont récemment montré que
la régulation à la hausse de la glucose-6-phosphatase par le glucagon est le résultat
d’une augmentation transcriptioimelle du gène de la G-6-Pase via l’action de la
protéine kinase A (216). Ce rehaussement transcriptionnel serait potentialisé, entre
autres, par le facteur de transcription nucléaire PGC-1 (protférator-activated
receptor-y coactivator-]). En plus de contrôler l’expression génique de la G-6-Pase,
PGC-1 augmente l’expression de la PEPCK, une autre enzyme clé de la
gluconéogenèse. Ainsi, parallèlement à l’activation de la glycogénolyse, le
glucagon peut aussi avoir des effets non négligeables sur la transcription d’enzymes
clés de la gluconéogenèse via la protéine kinase A (Section 1.3.2)
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1.3.2. Activation de la gluconéogenèse
En plus d’avoir des effets spécifiques sur le métabolisme du glycogène, le
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figure 2 : Régulation du métabolisme hépatique du glucose par le glucagon. fBPase2: fructose-2,6-biphosphatase; PfK2: 6-phosphofiuacto-2-ldnase; PEPCK:phophoénolpyruvate carboxykinase. Les détails des effets du glucagon sur cesmétabolismes sont décrits dans le texte
La première réaction limitante de la gluconéogenèse est la conversion de
l’oxaloacétate en phosphoénolpyruvate. L’enzyme permettant de faciliter cette
réaction est la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Or, l’administration
de glucagon chez le rat permet d’augmenter les concentrations d’ARNm de la
PEPCK dans le foie et, ainsi, pourrait favoriser la production de glucose (12, 99). De
récentes études ont montré que l’activation de la PKA par la AMPc engendre la
phosphorylation du cAMP response eternent-binding protein (CREB). Un fois
phosphorylé, le CREB se lie à la cAIvfP-responsive element dans la région du
promoteur du gène du facteur transcriptionnel coactivateur (PGC- 1) et augmente la
transcription de ce dernier. Par la suite, la PGC-l et le HNF-4 agissent
conjointement pour augmenter la transcription du gène de la PEPCK. Ainsi, sachant
que le glucagon active la PKA, une telle voie de signalisation est susceptible
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d’accroître la gluconéogenèse dans le foie en augmentant la transcription et l’activité
de la PEPCK (86, 89, 216).
Quant à la fructose-1,6-biphosphatase, cette dernière catalyse l’hydrolyse du
phosphate C-1 sur le fructose-1,6-biphosphate permettant ainsi sa conversion en
fructose-6-phosphate. Mais la fructose-1 ,6-biphosphatase est allostériquement
inhibée par le fructose-2,6-phosphate. Les concentrations de fructose-2,6-phosphate
sont régulées par l’enzyme bi-fonctionnelle 6-phosphofructo-2-kinase/ftuctose-2,6-
biphosphatase encodée dans un même polypeptide. Bien que le fructose-2,6-
biphosphate est produit par la phosphoiylation du fructose-6-phosphate par la
phosphofructokinase-2, il se reconvertit en fructose-6-phosphate à l’aide de la
fructose-2,6-biphosphatase. Suite à la stimulation par le glucagon, l’activation de la
PKA phosphoryle le résidu sérine-36 du polypeptide 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-biphosphatase. Ceci a pour effet d’inhiber simultanément la
phosphofructoldnase-2 et d’activer la fructose-2,6-biphosphatase. Par la suite, ladiminution intracellulaire de fructose-2,6-biphosphate abolit l’inhibition de la
fructose-1 ,6-biphosphatase favorisant ainsi la gluconéogenèse (109, 159).
1.3.3. hihibition de la glycogenèse
En ce qui a trait au métabolisme hépatique du glycogène, le glucagon neparticipe pas seulement à la dégradation de ce substrat énergétique. Il permet aussid’inhiber la synthèse de glycogène en régulant à la baisse la glycogène synthase.Cette enzyme joue un rôle important dans la synthèse de glycogène en catalysant le
transfert des résidus glycosyl de l’UDP-glucose à une extrémité non-réduite d’une
molécule de glycogène. Le glucagon permet la phosphorylation de la glycogène
synthase sur plusieurs sites grâce à diverses kinases (sérine/thréonine) comme laPKA, et inhibe ainsi l’activité de cette enzyme dans le foie (45). Il a été suggéré quela phosphorylation coordonnée de la glycogène synthase par plusieurs kinases peut
mener à l’inactivation de cette enzyme. Cette inactivation réduit ainsi la synthèse deglycogène dans le foie en plus d’augmenter la quantité de glucose pouvant être
exportée (170).
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1.3.4. Inhibition de la glycolyse
En plus d’activer la gluconéogenèse et la glycogénolyse tout en inhibant la
glycogenèse, le glucagon a la capacité d’inhiber la glycolyse. Lors de la première
étape limitante de la glycolyse, la phosphofructokinase-Ï phosphoryle la position C
1 du fructose-6-phosphate pour ainsi convertir ce dernier en fructose-1,6-
biphosphate. Comme la fructose-l,6-biphosphatase, la phosphofructokinase-1 est
aussi allostériquement régulée par le fructose-2,6-biphosphate. Bien que le fructose
2,6-biphosphatase soit allostériquernent inhibé par le fructose-2,6-biphosphate, la
phosphofructokinase-1 est allostériquement activée par le fructose-2,6-biphosphate
(159). En réduisant les concentrations de fructose-2,6-biphosphate, le glucagon
permet d’inhiber la phosphofructokinase-1 et d’ainsi réduire l’activité de la
glycolyse.
Dans la dernière réaction de la glycolyse, la pyruvate kinase catalyse le
transfert du groupement phosphate du phosphoénolpyruvate à l’ADP créant ainsi du
pyruvate et de l’ATP. Or, le glucagon inhibe la pyruvate kinase via multiples
mécanismes. Premièrement, comme le glucagon active la PKÀ, celle-ci phosphoryle
la pyruvate kinase. Une fois phosphorylée, cette kinase est rapidement inhibée
allostériquement par l’alanine et l’ATP et, conséquemment, moins activée par les
concentrations de fructose-1,6-biphosphate. Ainsi, la phosphorylation de la pyruvate
kinase inhibe son action (159). De plus, le glucagon inhibe la transcription du gène
de la pyruvate kinase tout en augmentant la dégradation de l’ARNm de cette enzyme
(157, 158, 159). Donc, l’inhibition de la pyruvate kinase par le glucagon résulte en
une diminution de la glycolyse.
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1.4. Le récepteur au glucagon
Le RG est un membre de la super-famille des (RCPG) qui représente 1 à 2%
des gènes totaux du génome humain. Il existe environ 200 types de RCPG, sans
compter les récepteurs olfactifs couplés aux protéines-G dont le nombre est estimé
entre 400 à 1000 récepteurs différents. En ce qui a trait au RG, celui-ci est un
membre de la famille B des RCPG qui contient également les récepteurs à la
sécrétine, aux GLP (Glucagon Like Peptides), GW (Glucose Inhibitoiy Polypeptide),
GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone) et à l’exendine-4 (130). Bien qu’il
existe des différences structurales entre les récepteurs des différentes familles, la
structure générale d’un RCPG de la famille B est sensiblement identique pour
presque tous ses membres.
Le RG possède une extrémité amino-terminale extracellulaire et une
extrémité carboxy-tenninaÏe intracellulaire. De plus, on observe trois boucles
extracellulaires (nommées El, E2 et E3) sur lesquelles le ligand a la possibilité de se
lier et trois boucles intracellulaires (11, 12 et 13) sur lesquelles les protéines G
peuvent interagir (Figure 3).
NH2
j/ El E2 E3
i
COOH
Figure 3 Récepteur à sept domaines transmembranaires. NI-L:Extrémité amino-terminale; COOH: Extrémité carboxyle-terminale;TM: Domaine transmembranaire; E: Boucle extracellulaire; I: Boucleintracellulaire
Plus précisément, l’activation des voies de signalisation du glucagon est
initiée suite à la liaison du glucagon sur les acides aminés 126 à 137 de l’extrémité
amino-terminale extracellulaire ainsi que sur les acides aminés 206 à 219 de la
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première boucle extracellulaire (199). De plus, il a récemment été montré que la
liaison du glucagon sur l’acide aminé 202 du deuxième domaine transmembranaire
(TM2) est unique et spécifique au glucagon: elle est indispensable afin d’initier
l’activation de sa voie de signalisation intracellulaire (199). Suite à la liaison du
glucagon sur les acides aminés spécifiques, un changement de conformation du
récepteur se produit (figure 4).
000H
figure 4: Changement de la configuration du récepteur au glucagonsuite à la liaison de son ligand. Récepteur à sept domainestransmembranaires. NH,: Extrémité amino-terminale; COOH:Extrémité carboxyle-tenninale; E: Boucle extracellulaire; I: Boucleintracellulaire.
Les sept domaines transmembranaires se replient sur eux-mêmes pour
produire une forme cylindrique dans laquelle les boucles intracellulaires se
rapprochent l’une de l’autre. Par ce changement de configuration, la protéine G
stimulante (GSŒ) peut se lier simultanément aux boucles intracellulaires 12 et 13 et
ainsi intier la voie de signalisation de la «AC-AMPc-PKA » (199, 200).
Plus précisément, la liaison du glucagon sur les acides aminés 126 à 137, 206
à 219 et 202 entraîne le repli du RG et approche les boucles intracellulaires 12 et 13.
Par la suite, une protéine G hétérotrimérique contenant des sous-unités u, f3 et ‘ se
colle aux boucles 12 et 13. Cependant, la sous-unité u de la protéine G
hétérotrimérique est la seule à se coller aux boucles 12 et 13. Après l’échange de
GTP pour la GDP, la sous-unité alpha de la protéine G (GsGTP), se dissocie du
récepteur et des sous-unités béta et gamma (f3, y). Tant le GsGTP et le dirnère fry
peuvent moduler des effecteurs en aval dans cette voie de signalisation. Le glucagon
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active donc l’adénylate cyclase via la protéine G hétérotrimérique Gs pour produire
la AMPc, l’effecteur principal du glucagon (199, 200) (Figure 5).
4 4jF
PGC-1 \ + ;phosphoIase
ase -Ktnase )j j Phosphorylcse
ii GIycoIyse GIycogénoIyseGIuconéogenèse I I GIycogénoys
Figure 5: Schématisation de la voie de signalistion moléculaire du glucagon.PIP2: phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, PGC-1 : pel-oxisome prolferatoractivated receptor-’ coactivator-1; PEPCK: phophoénolpyruvatecarboxykinase; G-6-Pase: glucose-6-phosphatase; AC: adénylate cyclase; u
— f3
— y: sous-unités u, f3 et y des protéines G; Gs: Protéine G stimulantes.
Cependant, le glucagon peut aussi activer des voies de signalisation
«alternatives» menant à l’augmentation intracellulaire de seconds messagers
additionnels (P3) et de calcium (82). Il est suggéré, mais non prouvé, que le RG peutêtre couplé à la voie de signalisation des phosphoinositides (P3) via les protéines Gq
ou G11. Par contre, des études subséquentes montrent que l’augmentationintracellulaire de calcium et d’P3 résulte d’une activation de la protéine kinase A vial’augmentation de la AMPc (185). Ainsi, la production d’1P3 et de calcium par leglucagon provient probablement d’une synergie mécanistique encore inconnue entredifférents effecteurs de signalisation (199). Certains avancent l’hypothèse que les
voies de signalisation des différents RCPG ne seraient pas spécifiques à une seulehormone: les différents RCPG pourraient s’activer ou s’ inhiber mutuellement,
créant ainsi des voies de signalisation hétérogènes dont les effets finaux seraientbeaucoup plus complexes que l’on ne croit (199).
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Récemment, une lignée cellulaire exprimant le RG a la capacité d’activer la
«mitogen-activated protein kinase» (MAPK), causant ainsi une phosphorylation de
la «extra-ceÏÏular signal-regulated protein kinases » (ERK1 /2) suite à une
incubation avec le glucagon (102). Bien que les RCPG n’ont pas l’activité de
tyrosine kinase nécessaire pour se coupler aux MAP kinases, les protéines Gs, elles,
ont cette possibilité. Il apparaît donc que le glucagon joue un rôle important dans les
voies de signalisation contrôlant le cycle cellulaire (166, 122). Or, il semble que la
transactivation des MAPK par le glucagon se fasse via les protéines Gs et ce avec
une augmentation des concentrations intracellulaires de calcium et de protéine
kinase A. Bien que le glucagon semble activer diverses voies de signalisation(MAPK, P3, AC), nous ne connaissons pas encore les mécanismes et les raisons
physiologiques qui modulent les changements de voies de signalisation du glucagon.
Chez la majorité des RCPG, l’activation des phospholipase C se fait via les
protéines Gq et G11. Bien qu’il a été prouvé que le glucagon génère de l’AMPc via
son récepteur et ses protéines GsŒ, l’impact du glucagon et de son récepteur sur les
protéines Gq est moins clair. L’utilisation d’un antagoniste au glucagon, le (1-N-
alpha-trinitrophenylhistidine, 1 2-homoargine)-glucagon, a la capacité de stimuler la
production d’inositol phosphates sans activer l’adénylate cyclase (138, 202).
L’interprétation de ces résultats a mené à élaborer l’hypothèse de la présence de
deux types de récepteurs hépatiques au glucagon: un couplé à l’adénylate cyclase et
un second couplé à la phospholipase C. Une autre avenue d’interprétation est que
les différents récepteurs au glucagon activent deux voies de signalisation parallèles
via différentes protéines G (202). Subséquemment, une mutagenèse des domaines
cytoplasmiques du RG a montré que la seconde (12) et la troisième (13) boucle
intracellulaire contribuent conjointement à l’activation de la protéine Gs. En retirant
une ou les deux boucles intracellulaires, une diminution marquée de l’activation de
l’adénylate cyclase par le glucagon est remarquée. Par la suite, le remplacement de
la boucle 12 et 13 du RG par la boucle Il du récepteur D4-dopamine a éliminé toutes
les activités intracellulaires du glucagon (49, 102, 103). Ainsi, par cette
démonstration, il semble n’exister qu’un seul RG dont l’activation de la voie de
signalisation intracellulaire est principalement sous le contrôle des protéines GSŒ.
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Les RG, comme tous les RCPG, ne sont pas des structures immuables au
niveau de la membrane plasmique. Ce sont des structures en mouvement qui ont la
capacité de se désensibiliser, s’intemaliser à l’intérieur de la cellule et/ou être
recyclé de nouveau à la membrane plasmique (73, 85, 114, 115, 116, 121). Ce
mécanisme de désensibilisation des RG remplit une fonction très importante
protèger la cellule d’une stimulation trop prononcée par le glucagon. La prochaine
section s’attardera aux mécanismes de désensibilisation des RCPG.
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1.5. La désensibilisation du récepteur au glucagon
La désensibilisation est une propriété importante du fonctionnement des
RCPG: elle a pour but d’arrêter le couplage entre les récepteurs et les protéines G
pour stopper la signalisation intracellulaire. Par exemple, dans les hépatocytes, la
désensibilisation des récepteurs au glucagon protège le glycogène des cellules d’une
stimulation chronique au glucagon: la désensibilisation se produit pour éviter une
baisse trop drastique du contenu en glycogène des hépatocytes. Cependant, une
baisse d’efficacité des RCPG est également une barrière importante à surmonter
dans le traitement de plusieurs pathologies. Un pourcentage élevé de médicaments
administrés dans le traitement de maladies telles que le diabète de type 2, le
Parkinson, l’alzheimer, cible un RCPG (130). Lors d’un traitement chronique avec
un médicament agoniste ou antagoniste aux RCPG, une baisse d’efficacité des
médicaments utilisés pour traiter ces maladies chroniques est souvent observée : ceci
est le résultat d’une désensibilisation des récepteurs.
Conséquemment, la compréhension des mécanismes de désensibilisation est
une voie de recherche primordiale pour la mise au point de médicaments adaptés aux
contraintes de la désensibilisation des récepteurs (6). Concrètement, l’agoniste
sélectif du récepteur GLP-1, l’Ex-4 (exendin-4), est utilisé pour diminuer laglycémie, l’appétit et la vidange gastrique chez des patients atteints du diabète de
type 2. Cependant, un traitement chronique à l’Ex-4 induit une tolérance rapide et
une désensibilisation des récepteurs GLP-l : il en résulte une perte d’efficacité du
médicament et une autre avenue de traitement doit donc être envisagée (6). Bien que
ces phénomènes de désensibilisation soient parfois différents entre des modèles in
vivo et in vitro, il demeure que la compréhension des mécanismes inhérents à cephénomène physiologique est de première importance afin de comprendre l’effetd’une hormone ou d’une drogue sur l’organisme. La majorité des phénomènesdétaillés dans la présente section est décrite pour les récepteurs de la famille B des
RCPG dont le glucagon fait partie. Les nombreuses ressemblances de fonction entreles récepteurs de cette famille (activation de l’adénylate cyclase, protéines Gs,AMPc...) laissent penser que les mécanismes mis en jeu lors de la désensibilisation
sont semblables (130).
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1.5.1 La désensibilisation homologue
La stimulation prolongée d’une cellule par un ligand extracellulaire tel que le
glucagon entraîne une diminution de la sensibilité de la cellule à cette molécule. Le
mécanisme de cette désensibilisation homologue, dépend principalement de la
régulation de l’activité des récepteurs. Dans la cellule, l’activation prolongée par un
agoniste se traduit par une diminution de l’affinité du récepteur pour son ligand, par
une baisse de son couplage aux protéines G et par une diminution du nombre de
récepteurs à la surface cellulaire ($5). En mesurant la modification de l’affinité
apparente du complexe récepteur/agoniste, certaines analyses pharmacologiques ont
mis en évidence l’existence de ces étapes distinctes de la désensibilisation (91). Le
rôle de la désensibilisation est donc de protéger une cellule contre les effets délétères
d’une stimulation excessive (tant aigu que chronique) par son ligand.
Les mécanismes cellulaires et moléculaires qui expliquent cette perte de
sensibilité ainsi que la réduction de sites de liaisons font présentement l’objet de
plusieurs études dans le domaine de la recherche pharmaceutique (130). Depuis
quelques années, notre compréhension des mécanismes responsables de la
désensibilisation des récepteurs couplés aux protéines G a nettement évoluée. La
désensibilisation, ou la phosphorylation des RCPG, est facilitée par deux familles de
protéines kinases s les protéines kinases dépendantes (cAIvIF-dependent protein
kinase, PKA) et les kinases des récepteurs couplés aux protéines G (GRKs). Suite à
l’activation d’un RCPG par son agoniste, les GRK phosphorylent des sites
intracellulaires spécifiques sur le récepteur et facilitent la liaison des !3-arrestines(116). La f3-arrestine-1 est un membre de la famille des arrestines, reconnue pour sa
capacité d’interagir avec les RCPG après que les protéines kinases spécifiques(GRK) aient phosphorylées ces derniers. Cette interaction de forte affinité entre
l’arrestine et le récepteur phosphorylé est responsable du découplage fonctionnel du
récepteur de la protéine G, et donc, de la désensibilisation de la voie de signalisation(22). Grâce à des domaines d’interactions avec les protéines adaptatrices de la
clathrine (110), les arrestines entraînent les récepteurs vers les puits tapissés de







Figure 6 : Représentation de la désensibilisation des récepteurs aux protéines G suite à son activationpar un agoniste. f3arr: béta-arrestine; E : effecteur (adénylate cyclase); G: protéines G; GRK: kinasesdes récepteurs couplés aux protéines G; H : hormone; phosphate. Adapté de (63)
Nous ignorons toujours si la séquestration des récepteurs dans les endosomes
et leur dégradation subséquente, dans les lysosomes, représente l’unique mécanisme
pouvant expliquer la dégradation des RCPG. Quelques études montrent que certains
récepteurs ont la capacité d’être directement intemalisés dans les lysosornes via un
mécanisme d’endocytose cellulaire distincts (10, 31). Zhang et al. ont montré que
l’intemalisation des RCPG pour l’angiotensine II peut se faire via l’action de la PKA
sans l’intervention des GRK (218). Il semble donc que plusieurs modèles cellulaires
et moléculaires existent pour expliquer la désensibilisation des RCPG suite à une
stimulation par leur ligand. Cependant, il est important de spécifier que les RCPG se
répartissent parmi 6 familles de récepteurs (A à f). Bien que chaque famille de
RCPG semble avoir des mécanismes de désensibilisation bien différents des autres,
les RG, appartenant à la famille B des RCPG, pourraient se désensibiliser et
s’intemaliser grâce à l’action des GRK et des f3-an-estines (63).n
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1.5.2. La désensibffisation hétérologue
La désensibilisation d’un RCPG peut également être hétérologue, c’est-à-dire
indépendante d’un ligand spécifique, mais provoquée par l’activation d’un autre
récepteur sur la même cellule ou par la présence d’éléments intracellulaires ayant la
capacité d’activer des kinases responsables de la désensibilisation. Ce type dedésensibilisation fait intervenir la protéine kinase A (PKA) activée par l’AMPc ou
par la protéine kinase C (PKC) qui phosphorylent les GRK via les diacylglycérols(160).
Les premières preuves de la fonction régulatrice de la PKA dans ladésensibilisation des RCPG ont été obtenues grâce à l’utilisation d’un analogue del’AMPc. L’utilisation d’érythrocytes in vivo, incubés en présence d’un analogue del’AMPc, a montré le rôle de la PKA dans la phosphorylation du récepteur b2-
adrénergique (183). Toutefois, la preuve indéniable nous permettant de croire au rôle
régulateur de la PKA dans la désensibilisation des RCPG provient de l’utilisationd’inhibiteurs de la PKA (121). En inhibant l’activité de la PKA, la désensibilisationdes RCPG est nettement diminuée. Mais, le mécanisme par lequel laphosphorylation par la PKA inhibe l’interaction récepteur-protéines GsŒ est encore
nébuleux. La théorie de l’altération des charges induite par phosphorylation du
récepteur par la PKA est avancée pour expliquer la réduction du couplage, mais ne
suffit pas pour expliquer le rôle de la PKA dans la désensibilisation des RCPG(145). De plus amples études sont donc nécessaires pour expliquer ce mécanisme dedésensibilisation.
La protéine kinase C est également impliquée dans la désensibilisationhétérologue de nombreux récepteurs tels que le récepteur muscarinique Ml (81), le
récepteur de la vasopressine (219), le récepteur de Ï’angiotensine 11(147) et le
récepteur de la somatostatine sst2A (90). Cette inactivation des RCPG par lesprotéines kinases C repose sur la transiocation de la PKC du cytosol vers la
membrane plasmique afin de phosphoryler les GRK (136). Par la suite, les GRKphosphorylent des sites spécifiques sur le récepteur et facilitent la liaison des 3-
arrestines et activent la désensibilisation. Bien que les preuves de l’implication de la
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PKC sur la désensibilisation des RCPG de la famille B sont rares, on sait que
l’augmentation de lipides hépatiques sous la forme de phospholipides active les
protéines kinases C (PKC) et augmente la phosphorylation des GRK (50, 160). Il
est donc possible que la désensibilisation hétérologue des RCPG de la famille B
puisse se produire via la phosphorylation des GRK par la PKC lors de
physiopathologies présentant une infiltration hépatiques de lipides.
La concentration de l’agoniste et la palmitoylation des résidus de cystéine
localisés dans l’extrémité C-terminale du récepteur semblent être les facteurs les plus
importants pour induire la phosphorylation d’un RCPG lors d’une désensibilisation
hétérologue. Il semble que le rôle de la PKA soit prédominant à faibles
concentrations en ligand (121), tandis qu’à forte concentrations, la désensibilisation
est facilitée par les deux classes de kinases, soit PKÀ et PKC (147). Bien que le rôle
des GRK dans la désensibilisation soit bien établi, la contribution relative des GRK
versus PKAJPKC semble être dépendante du type cellulaire et de la présence ou non
de lipides en excès (166). Par exemple, la plupart des RCPG possède un ou deux
résidus de cystéine localisés sur l’extrémité C-terminale. La païmitoylation de ces
acides aminés ancre une portion de cette extrémité au niveau de la membrane
plasmique créant ainsi une quatrième boucle intracellulaire. Cette modification
affecte par la suite le découplage du récepteur en plus de favoriser le trafic
intracellulaire des RCPG. En effet, l’état dépalmitoylé d’un RCPG semble le rendre
plus susceptible à la phosphorylation par la PKA et, ainsi, à la désensibilisation de ce
dernier (137). De par ces faits, une modification dans la nature du contenu intra
cellulaire pourrait affecter les mécanismes de désensibilisation des RCPG.
1.5.3. Le devenir des RCPG endocytés
Les mécanismes conduisant à l’endocytose des RCPG sont de nature
homologue ou hétérologue, dépendant des GRK, des PKA et/ou des PKC. Quant
aux devenirs intracellulaires des RCPG, ceux-çi varient significativement. Pour la
majorité des RCPG, l’intemalisation est réversible et les RCPG séquestrés sont
recyclés vers la membrane s par contre, dépendamment de l’intensité de la
stimulation du récepteur ou la présence d’éléments favorisant une désensibilisation
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hétérologue, les récepteurs peuvent aussi être dégradés dans les lysosomes (20, 201).
En ce qui a trait à l’étape du recyclage, la dissociation du complexe ligand-récepteur
et des arrestines, opérées au niveau des endosomes, est indispensable (Figure 6).
Pour quelques RCPG, tels que les récepteurs de la thrombine, l’internalisation est
irréversible (180). Ces récepteurs activés par clivage de leurs extrémités N-
terminales traversent rapidement les endosomes et finissent par être dégradés dans
les lysosomes. Par contre, bien que les mécanismes de désensibilisation des
récepteurs de la famille B des RCPG sont connus, les informations sur les
particularités du mécanisme de désensibilisation du RG sont limitées. De plus
amples informations sont nécessaires pour élucider les mécanismes inhérents à la
désensibilisation des RG.
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1.6. Le rôle du glucagon lors de l’exercice et de l’entraînement en endurance
Lors d’un exercice prolongé, Wasserrnan et al. (203, 204, 205, 206) ont
montré, grâce aux techniques de clamps pancréatiques chez des chiens conscients,
que l’augmentation moyenne de 65% de la production endogène de glucose est la
conséquence d’une augmentation des concentrations plasmatiques de glucagon. Par
contre, un tel modèle ne pennet pas de distinguer le rôle de l’insuline et du glucagon
lors de l’exercice. Pour isoler l’effet du glucagon sur la production endogène de
glucose lors d’exercices prolongés, Lavoie et al. (113) ont administré du glucagon à
des sujets dont la sécrétion endogène de glucagon avait été inhibée par la
somatostatine lors d’un clamp pancréatique. Grâce à cette approche, il fut possible
de préciser le rôle de l’augmentation de glucagon et de la diminution de l’insuline
induite par l’exercice sur la régulation de la production de glucose. Grâce à
l’utilisation du glucose deutéré lors d’un effort physique de 120 minutes (40% du
VO2max), il est montré que la production endogène de glucose double lorsque le
glucagon est administré. Par contre, cette production de glucose cesse lorsque le
glucagon n’est pas injecté. Bien que le rôle du glucagon lors d’exercices physiques
prolongés a été montré chez l’animal (88, 203, 204, 205, 206), les études de Lavoie
et al. (112, 113) ont permis de corroborer ces observations chez l’homme.
Un paradoxe de la régulation hormonale suite à un entraînement en
endurance est l’amélioration du maintien de l’homéostasie glucidique malgré de
faibles augmentations de la concentration plasmatique de glucagon (19, 25, 59, 60,
80, 189, 190). Suite à un entraînement chronique en endurance, il est montré que la
réponse des hormones pancréatiques est nettement diminuée lors d’efforts physiques
épisodiques. Plus précisément, la diminution de l’insuline et l’augmentation du
glucagon, généralement observée durant l’exercice, est quasi inexistante dans les
groupes entraînés. Curieusement, malgré cette apparente absence de changements
dans les concentrations plasmatiques d’insuline et de glucagon lors de l’exercice,
l’habileté à maintenir la concentration de glucose plasmatique est conservée et
même améliorée suite à un entraînement chronique en endurance (80). Pour
expliquer ce phénomène, il est suggéré que la sensibilité du foie à l’insuline et au
glucagon augmente suite à un entraînement en endurance. Préalablement, il fut
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montré que l’entraînement en endurance chez J ‘homme et l’animal avait augmenté la
sensibilité à l’insuline tant au niveau musculaire qu’adipocytaire (52, 54, 78, 186).
Par contre, bien que plusieurs études ont montré une augmentation de la sensibilité
hépatique à l’insuline suite à l’entraînement en endurance lors de pathologies telles
l’obésité et le diabète de type 2 (87, 192), peu d’études ont réussi à montrer ces
mêmes changements lors d’une condition asymptomatique. De plus, une étude
réalisée par Phillips et al. (156) n’a pas réussi à montrer une amélioration de la
sensibilité du foie à l’insuline suite à un entraînement en endurance de six semaines.
Ainsi, d’autres facteurs que l’augmentation de la sensibilité à l’insuline sont
responsables pour expliquer l’amélioration du contrôle de l’homéostasie glucidique
lors de l’exercice.
L’entraînement en endurance entraîne également une diminution des
concentrations plasmatiques d’adrénaline chez des sujets humains (80, 214). Par
contre, nous ne savons pas encore quels sont les effets de l’entraînement en
endurance sur la sensibilité du foie aux catécholarnines. En utilisant un modèle de
perfusion hépatique, Robert et al. (171) ont montré que l’administration
d’épinéphrine n’augmentait pas la production hépatique de glucose chez des
animaux entraînés ou sédentaires. Par contre, suite à une nuit de jeûne, il a été
montré que les foies d’animaux entraînés sont nettement plus sensibles à la
norépinéphrine que les foies d’animaux sédentaires (163). Évidemment, il existe des
divergences dans les résultats expérimentaux en ce qui a trait à la sensibilité du foie
aux agents ayant la capacité de stimuler la production hépatique de glucose suite à
l’entraînement en endurance. Par contre, quand les effets des hormones contre-
régulatrices à l’insuline et au glucose sont considérés, seul le glucagon semble être
plus efficace que les catécholamines pour stimuler la production hépatique de
glucose chez des animaux entraînés (163). Un des facteurs qui explique le meilleur
maintien de l’homéostasie glucidique par le glucagon suite à un entrafnement en
endurance est une augmentation de la sensibilité du foie au glucagon.
Chez des sujets entraînés, Drouin et al (61) ont montré une production
hépatique de glucose de 53% supérieure à celle des sujets sédentaires suite à
l’administration de glucagon. Ces résultats sont les premiers à montrer une
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augmentation de la sensibilité du foie au glucagon suite à un entrafnement en
endurance. Par la suite, ce même groupe de chercheurs a réussi à montrer que
l’entraînement en endurance chez l’homme augmente la sensibilité de la
glycogénolyse et de la gluconéo genèse au glucagon. En utilisant des animaux
entraînés à la nage suite à un jeûne de 24 heures ou nourris ad libitum, ce même
groupe de chercheurs a montré que l’administration de glucagon lors d’une
perfusion hépatique augmente significativement la glycogénolyse et la
gluconéogenèse en comparaison avec des animaux non-entraînés (62).
Indirectement, ces résultats ont été corroborés par Podolin et al. (162). En utilisant
des foies isolés de rats entraînés, ces derniers ont montré une augmentation de la
gluconéogenèse suite à l’incubation de tranches de foies en présence de lactate et de
glucagon. Par contre, l’entraînement en endurance ne semble pas être l’unique
facteur pouvant augmenter la sensibilité du foie au glucagon. En effet, Bonjom
Matas et al. (129) ont montré une production hépatique de glucose supérieure chez
des animaux soumis à une séance d’une heure d’exercice en endurance
comparativement à des animaux demeurés au repos lors d’un clamphypergÏucagonémique. Ainsi, l’ensemble de ces résultats laisse croire à une
augmentation de la sensibilité du foie au glucagon suite à l’entraînement et à une
session d’exercice en endurance
1.6.1. Le récepteur au glucagon et l’entraînement en endurance
Pour expliquer l’augmentation de la sensibilité hépatique au glucagon suite à
l’entraînement en endurance, Lavoie et al. (112, 113) ont formulé l’hypothèse que
des changements dans les caractéristiques physiques du RG (Bmax) ainsi que des
modifications dans la capacité de liaison (Kd) du glucagon pour son récepteur
expliqueraient les variations de la sensibilité hormonale du récepteur. L’analyse des
membranes plasmiques d’animaux soumis à un entraînement en endurance à la nage
de huit semaines révèle une augmentation du nombre de récepteurs au glucagon(Bmax) sans modifications dans la capacité de liaison du glucagon pour son
récepteur (Kd). Par contre, contrairement à Lavoie et al. (112, 113), Podolin et al.(161) ont remarqué une augmentation de l’affinité du glucagon pour son récepteur
sans aucun changement dans le nombre de RG chez des rats soumis à un
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entraînement en endurance à la course de 10 semaines. Bien que ces études montrent
des résultats différents, il demeure évident qu’il se produit des modifications dans la
sensibilité hépatique au glucagon suite à l’entraînement en endurance. La nature des
modifications de la sensibilité hépatique au glucagon et les mécanismes inhérents à
ces adaptations cellulaires restent à être élucidés.
Au niveau cellulaire, il est montré que suite à une stimulation au glucagon,
les membranes plasmiques de rats entraînés ont une plus grande activation de
l’adénylate cyclase comparativement aux rats sédentaires (142). Cette augmentation
de l’activation de l’adénylate cyclase est observée pour différentes concentrations de
glucagon: il est alors suggéré, mais non prouvé par les auteurs, que l’augmentation
du nombre de récepteurs explique l’activation de l’AC malgré de faibles
concentrations de l’hormone pancréatique. Plus récemment, il a été montré que
l’entraînement en endurance permet le rétablissement de l’activité hépatique de
l’adénylate cyclase chez des rats vieillissants: ce rétablissement de l’activité de
l’AC s’effectue par une amélioration du ratio protéines G stirnulantes/protéines G
inhibitrices (161). Bien que les modifications engendrées au niveau du RG suite à
l’entraînement en endurance ne sont pas encore élucidées, il est justifié de croire
qu’une augmentation du nombre de RG et une augmentation de l’affinité du
récepteur pour son ligand ainsi que des modifications post-réceptrices peuvent
expliquer le maintien de la production hépatique de glucose malgré la diminution de
la concentration plasmatique de glucagon. De plus, cette combinaison d’adaptations
membranaires et cellulaires suite à l’entraînement en endurance permet une plus
grande augmentation de la production hépatique de glucose durant l’exercice.
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1.7. Facteurs responsables des modifications du récepteur au glucagon
Il existe peu de renseignements dans la littérature concernant les facteurs
responsables des modifications dans le nombre de récepteurs hépatiques au glucagon
et de l’affinité de celui-ci pour son ligand. Toutefois, parmi les facteurs connus
pouvant moduler l’affinité et le nombre de RG, aucun n’est directement relié à
l’entraînement en endurance. Des changements dans les concentrations de glucagon,
dans l’oxygène portal, d’AMPc dans le foie, de glucose plasmatique et de glycogène
sont mis en cause pour expliquer les changements dans le nombre et l’affinité des
RG (1, 3, 17, 28, 108, 165, 191). Des changements dans le nombre de récepteurs
hépatiques au glucagon sont remarqués dans des conditions d’hyperglucagonémie et
de jeûne (17, 28). Que l’hyperglucagonémie soit de courte ou de longue durée, il
semble se produire une diminution de la capacité de liaison du glucagon sur son
récepteur. Ainsi, les résultats provenant de ces études montrent que la
désensibilisation homologue du récepteur hépatique au glucagon expliquerait ladiminution du nombre des récepteurs au glucagon lors de l’hypergÏucagonémie (17,
28)
Toutefois, le jeûne nécessite une régulation précise de l’insuline et du
glucagon pour arriver à stimuler la production hépatique de glucose (41). Bien que
le jeûne engendre des modifications dans l’affinité de l’insuline pour son récepteur(7, 8), peu d’informations sont disponbles en ce qui a trait à l’affinité du glucagon
pour son récepteur hépatique. Melancon et cou. (résultats non publiés) ont observé
une augmentation de près de 200% du nombre de récepteurs au glucagon chez des
rats à jeun pendant 24 heures par rapport à des rats nourris ad libitum. En réalité,
cette augmentation du nombre de RG est deux fois plus grande que l’augmentation
observée suite à un entraînement en endurance (117). Si nous considérons les
résultats de l’étude de Melancon et cou., l’augmentation du nombre de RGjumelée à
une l’augmentation significative du ratio glucagon à l’insuline favoriserait
l’activation de la gluconéogenèse, le principal reponsable de l’augmentation de la
production hépatique de glucose lors d’un jeûne (4, 5, 105, 154, 173). Bien que lejeûne, l’entraînement et l’exercice en endurance altèrent les propriétés des récepteurs
hépatiques au glucagon, les mécanismes responsables de ces changements restent
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encore inconnus. Parmi les mécanismes suggérés, on retrouve des modifications de
la désensibilisation, de la resensibilisation et de la dégradation du récepteur à sept
domaines transmembranaires (Section 1.5.). Cependant, la majorité de l’information
sur le contrôle de l’expression du récepteur hépatique au glucagon provient d’études
sur le contrôle de l’expression de l’ARN messager de ce dernier.
52
1.8. Contrôle de l’expression du récepteur au glucagon
Le gène du RG contient un promoteur sur lequel un élément glucose est
présent. Cela signifie que l’expression du gène poulTait être affecté par la glycémie
et l’hyperglycémie. En effet, lorsque des hépatocytes isolés ont été placés en culture
et incubés avec du glucose, l’expression du RG a augmenté de façon proportionnelle
à la concentration de glucose (1). De plus, il a été montré que cette augmentation de
l’expression de l’ARNm du RG est dépendante de la concentration de l’oxygène
retrouvée dans le milieu d’incubation: plus la concentration approche la
concentration de l’oxygène retrouvée au niveau des hépatocytes périportales, plus
l’augmentation est significative (108). Au contraire, lorsque ces mêmes hépatocytes
sont incubés en présence d’AMPc ou de doses croissantes de glucagon, l’expression
diminue de façon inversement proportionnelle (1). En considérant l’ensemble des
travaux sur le sujet, il est possible que certains substrats gluconéogeniques, trioses
phosphates et métabolites du métabolisme du glucose puissent contrôler l’expression
de l’ARNm du RG lors de l’exercice physique. Par contre, à ce jour, aucun de ces
mécanismes n’a reçu l’attention nécessaire pour déterminer leur rôle respectif dansle contrôle de l’expression de l’ARNm du RG lors de l’entraînement ou suite à une
session d’exercice en endurance.
L’expression de l’ARNm du récepteur hépatique au glucagon a également été
mesurée lors d’un jeûne de courte durée. En utilisant des hépatocytes isolésprovenant de rats nourris ad libitum et incubés pendant 24 heures en présence de
glucose et de substrats gluconéogéniques, une augmentation des concentrationsd’ARNm du RG est constatée (28). De plus, on observe que l’expression du RG
augmente de façon proportionnelle à la concentration de glucose présente dans le
milieu d’incubation. Ces observations corroborent celles d’Abrahamsen, réalisées
quelques années plus tôt. Cependant, lorsque des hépatocytes in vitro subissent unjeûne de 48 heures et incubés en présence d’ alanine, de dihydroxyacétone ou de
glycérol, l’expression de l’ARNm n’augmente pas. Il semble que l’augmentation de
glucagon lors d’un jeûne annule l’effet stimulateur du glucose et des substrats
gluconéogéniques sur l’expression de l’ARNm du RG.
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Il est important de retenir qu’au départ, la concentration de Ï’ARNm du RG
dans les hépatocytes à jeûn étant très élevée (28, Melancon et al., résultats non
publiés), elle pourrait inhiber toute autre augmentation dans son expression
protéique. Il est proposé par Burcelin et al. que l’activité gluconéogénique hépatique
durant le jeûne peut stimuler l’augmentation de l’ARNm des RG. Toutefois, comme
pour l’exercice et l’entraînement en endurance, les mécanismes responsables de
l’augmentation du nombre de récepteurs et l’expression de l’ARNm du récepteur
lors d’un jeûne restent à être élucidés. II est possible que des changements dans les
mécanismes de désensibilisation et d’intemalisation puissent fournir des réponses
aux modifications observées au niveau du RG lors d’un jeûne.
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1.9. Le glucagon et son récepteur dans diverses pathologies
1.9.1. Le diabète
Comme nous l’avons mentionné précédemment, l’insuline et le glucagon sont
des régulateurs clés de l’homéostasie glucidique. Plus précisément, le ratio de ces
deux hormones semble avoir un impact important sur le contrôle du métabolisme
glucidique. Il est observé que les concentrations absolues de glucagon et le ratio
glucagon-à-insuline sont souvent élevés dans différentes formes de diabète, et ce,
tant chez l’homme que chez l’animal (28, 197, 19$). Jumelé à l’augmentation de
glucagon, le diabète est une pathologie associée au glucagonome, une tumeur
dérivée des cellules alpha du pancréas qui a la capacité de sécréter du glucagon (36).
En prenant en considération les changements hormonaux lors du diabète de type 2, il
semble que l’hyperglucagonémie chronique est en partie responsable de
l’augmentation de la production hépatique de glucose et de l’hyperglycémie (46).
Toutefois, cette augmentation de la production hépatique de glucose est
accompagnée d’une diminution du nombre de récepteurs au glucagon chez des sujets
diabétiques. Malgré cette baisse de récepteurs, le glucagon a la capacité de maintenir
et même d’augmenter la stimulation de l’AMPc (28). Ce phénomène s’explique par
le fait que l’activation de l’adénylate cyclase par le glucagon nécessite seulement
20% du nombre de récepteurs totaux (1 8). Une diminution du nombre de récepteurs
totaux peut donc ne pas affecter le mécanisme de signalisation du glucagon.
Chez des animaux et des sujets asymptomatiques, les concentrations
plasmatiques d’insuline augmentent immédiatement après un repas tandis que les
concentrations de glucagon diminuent (164). Cependant, chez des patients atteints
du diabète de type 2, la sécrétion post-prandiale d’insuline est diminuée tandis que
celle du glucagon est élevée. (11, 30, 111, 135). De telles anomalies dans la
sécrétion d’insuline et de glucagon pourraient expliquer le développement de
l’intolérance au glucose chez des sujets atteints du diabète de type 2 et se révéler des
signes précurseurs de cette pathologie (2, 111). En supprimant l’hyperglucagonémie
post-prandiale chez des patients atteints du diabète de type 2, Shah et al. rétablissent
la glycémie et sont les premiers à démontrer la relation causale entre
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l’hyperglucagonémie et l’hyperglycémie (178, 179). Des études sur des patients
atteints du diabète de type 1 montrent que cette hypergiucagonémie postprandiale
contribue à l’intolérance au glucose (55). Bien que l’hyperglucagonérnie induit une
intolérance au glucose chez les patients diabétiques ainsi que chez des sujets
normaux ayant des modifications dans la sécrétion d’insuline, elle ne produit pas les
mêmes effets lorsque la sécrétion d’insuline est normale (178, 181, 196). En effet,
lorsque la sécrétion d’insuline est noniiale, l’hyperglucagonérnie resulte en une très
faible augmentation de la production hépatique de glucose (178, 179). Donc, à elle
seule, l’hyperglucagonémie n’est pas responsable de l’augmentation de la production
hépatique de glucose lors du diabète.
L’ensemble des connaissances sur le diabète de type 1 ou 2 confère à
l’hyperglucagonémie un rôle important dans le développement et le maintien de
l’hyperglycémie uniquement lorsque la sécrétion d’insuline est retardée ou absente.
En plus des effets épigéniques de l’hyperglucagonérnie sur l’hyperglycémie, un
polymorphisme génétique du RG est associé au diabète de type 2. En effet, une
mutation hétérozygotique sur l’exon 2 du gène du RG qui entraîne une mutation de
la glycine pour une sérine (Gly4oSer) a été associée au diabète de type 2 chez
certains individus de la population française (83). Ce récepteur mutant montre
moins d’affinité pour le glucagon et produit moins d’AMPc suite à sa stimulation(83). Cependant, cette mutation dans le diabète n’a qu’un impact discutable car on
ne la retrouve pas parmi toutes les populations étudiées (94, 182).
Le rôle du glucagon et de son récepteur dans le diabète a fait l’objet de peu
études et rares sont celles qui ont identifié les mécanismes spécifiques qui
engendrent des modifications dans le métabolisme du glucagon. Dans l’étude du
développement de la résistance hépatique à l’insuline, il est indiscutable que les
facteurs systémiques (lipides circulants) ainsi que l’accumulation des triglycérides
dans le foie peuvent être impliqués dans la pathogenèse (27, 177). Toutefois, nous
n’avons aucune information sur l’impact de ces facteurs sur le métabolisme
hépatique du glucagon. L’utilisation du modèle de la SHNA induite par une diète
riche en lipides est très utile pour tenter d’élucider le rôle des lipides circulants et
tissulaires sur la pathogenèse du diabète de type 2 et de l’insulino-résistance (42). Il
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est donc justifié d’utiliser ce modèle de SHNA induite par une diète riche en lipides
pour déterminer l’impact des lipides circulants et tissulaires sur le métabolisme
hépatique du glucagon.
1.9.2. La stéatose hépatique non-alcoolique
La stéatose hépatique est une condition histopathologique caractérisée par
une accumulation excessive de lipides dans les hépatocytes. Bien que différents
types de lipides peuvent s’accmrtuler dans le foie, les triglycérides semblent être
responsables du développement de la stéatose hépatique (29). Histologiquement, la
stéatose hépatique peut être classée en stéatose microvésiculaire ou
macrovésiculaire.
La stéatose microvésiculaire est le résultat d’une accumulation de vésiculeslipidiques dans le cytoplasme. On observe ce type de stéatose dans diverses
conditions génétiques et maladies: une condition métabolique congénitale, le
syndrome de Reye et une réaction hépatoxique aux drogues et aux toxines. Toutes
ces conditions semblent présenter une déficience de la béta oxydation
mitochondriale (29).
D’autre part, la stéatose hépatique macrovésiculaire est observée dansdifférentes physiopathologies de nature nutritionnelle et métabolique. Bien que ce
type de stéatose est souvent relié à l’alcoolisme ou à l’abus de drogues, elle estfréquemment diagnostiquée chez les patients atteints d’obésité, du syndrome X, dudiabète de type 2 et de malnutrition (kwashiorkor). De plus, l’étiopathologie de cette
maladie semble être plurifactorielle.
1.9.2.1. Pathogenèse
Le foie joue un rôle crucial dans le métabolisme lipidique; il importe des
acides gras libres, il synthétise, stocke et exporte des lipides et des lipoprotéines.Toutefois, des changements dans certains facteurs locaux et systémiques (i.e. la
résistance à l’insuline) peuvent modifier l’équilibre entre l’importation (synthèse delipides hépatiques) et l’exportation (oxydation, sécrétion de VLDL) de lipides
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hépatiques et engendrer une accumulation de triglycérides hépatiques. Selon la
littérature, suite à l’accumulation de triglycérides, le foie devient stéatosé et
vulnérable à une «seconde attaque» causant une inflammation hépatocellulaire qui
mène à la fibrose. Plusieurs facteurs responsables de cette seconde attaque (second
hit) ont été identifiés les adipocytokines, le stress oxydatif et les endotoxines. Le
second hit favorise donc l’exacerbation de la résistance à l’insuline, l’augmentation
du stress oxydatif et la détérioration des hépatocytes.
1.9.2.2 La résistance à l’insuline dans le développement de la SRNA
Une combinaison de facteurs génétiques et acquis contribue à une première
attaque sur le foie. Cette première attaque se caractérise par une augmentation de la
lipolyse et l’exportation d’acides gras libres des adipocytes au foie. Dans ce cas, la
résistance à l’insuline joue donc un rôle central. Chez des patients atteints du
d’obésité et souffrant du diabète de type 2, il a été démontré qu’une relation presque
parfaite (98%) existe entre la SHNA et la résistance à l’insuline (42, 148). Or la
résistance à l’insuline au niveau adipocytaire semble altérer les mécanismes
d’estérification et de dégradation des triglycérides. En dépit de l’hyperinsuÏinémie,
la résistance à l’insuline augmente la lipolyse adipocytaire tout en diminuant
l’estérification adipocytaire des triglycérides à partir des acides gras libre circulants




figure 7: Changements métaboliques résultants de l’accumulation de friglycérïdeshépatiques lors de la résistance à l’insuline. ACC: Acétyl-CoA carboxylase; AGL:Acides gras libres; 3-OX: Béta oxydationChREBP : Carbohydrate response etementbinding protein; CK: Cycle de krebs; CPT-J : carnitine-palmitate transférase; FASFatty Acid $ynthase; LHS: Lipase hormono-sensible; ROS: Reactive oxygen species;SREBP- I C : sterol reguÏatoiy element-binding protein-1, TNf-a: Tumor necrosisfactor-J. Sur la gluconéogenése, l’insuline perd son action inhibitrice sur certainesenzymes (voir texte)
L’augmentation d’AGL circulants est tamponnée par le foie. Au niveau
hépatique, les AGL sont ré-estérifiés en triglycérides plutôt qu’oxydés par la béta
oxydation. En plus d’avoir des effets délétères sur les adipocytes, la résistance à
l’insuline engendre des modifications dans les mécanismes d’oxydation et
d’estérification des acides gras libres hépatiques. La résistance à l’insuline joue donc
un rôle prépondérant dans l’altération du métabolisme des lipides hépatiques (Figure
7).
Tout d’abord, l’insune est reconnue pour inhiber l’oxydation
mitochondriale des acides gras libres en favorisant la lipogenèse de novo
selon diverses voies de contrôle: en stimulant l’acétyl-CoA carboxylase (ACC),








malonyl-CoA, une fois synthétisé, se transformera en triglycérides, produit final de
la lipogenèse. Parallèlement, l’insuline inhibe la béta oxidation en diminuant
l’action de la camitine-palmitate transférase (CPT1). Ainsi, en plus de stimuler la
formation de malonyl-CoA grâce à l’action de l’ACC et de diminuer l’activité de la
CPI-1 au niveau mitochondrial, 1 ‘hyperinsulinémie diminue significativement
l’oxydation des AGL en plus d’augmenter la synthèse de triglycérides.
Conséquemment, on constate le développement de la SBNA (Figure 7).
Deuxièmement, on sait que l’insuline inhibe et stimule certains facteurs
transcriptionnels impliqués dans l’oxydation et l’estérification des acides gras libres
au niveau hépatique. Il est prouvé que l’insuline inhibe temporairement leforkhead
transcrtptionat factor (FOXa2) chez des souris normales tandis que
l’hyperinsulinémie inactive totalement ce facteur transcriptionnel. Le FOX2a, une
fois inhibé, semble augmenter la concentration de triglycérides plasmatiques,
diminuer la béta oxidation et augmenter la néoglucogenèse en plus de diminuer la
sensibilité hépatique à l’insuline (215). De plus, l’hyperinsulinémie augmente
l’activité de facteurs transcriptioirnels lipogéniques des peroxisonie prohferator
activated receptor-gamma (PPARy). Les PPARy, au niveau hépatique, sont
considérés comme des facteurs transcriptioimels «potentiellement» importants dans
l’induction de la stéatose hépatique car ils régulent la lipogenèse de novo. Il
semblerait que l’augmentation de l’activité des PPARy par l’hyperinsulinémie a pour
conséquence de stimuler parallèlement les SREBP-1C (sternÏ regutatoiy eternent
binding protein-]) et les FAS (fatty Acid Synthase). SREBP-1C active plusieurs
gènes impliqués dans l’estérification des acides gras libres dans le foie (92) en plus
de stimuler les FAS, impliqués dans la transformation de l’acétyl-CoA et du
malonyl-CoA en triglycérides (79). L’inactivation des FOXa2 et l’activation des
PPARy exacerbent donc la condition pathologique de la SHNA.
L’augmentation de la présence d’acides gras libres au niveau du foie
entraîne la hausse de la peroxydation lipidique. Chez des sujets atteints
d’une SHNA, la présence de lipides peroxydés et de leurs métabolites
proinflammatoires et profibrosiques hépatiques explique tes anomalies
histopathologiques observées. L’accumulation de triglycérides hépatiques
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entraîne donc une augmentation des dysfonctions mitochondriales (6$). Or, ces
dysfonctions mitochondriales sont généralement associées avec une augmentation de
la génération des espèces réactives (ROS). L’explication de ce phénomène semble
être liée aux dommages causés suite au développement de la résistance à l’insuline.
Des composés de la chaîne respiratoire sont réduits par les électrons qui, par la suite,
réagissent anormalement avec l’oxygène pour former des espèces réactives (68).Simultanément, ces espèces réactives oxydent les triglycérides présents dans le foie
et libèrent des produits de la péroxydation lipidique qui ont des effets délétères surles hépatocytes. Dans les hépatocytes, les espèces réactives et les produits de lapéroxidation lipidiques aggravent davantage les dommages à la chaîne respiratoire.Ceci, en retour, mène à la fabrication d’autres espèces réactives et à l’activation d’un
cercle vicieux. Ainsi, les dysfonctions mitochondriales peuvent mener à l’apoptose
ou à la nécrose cellulaire pour finalement activer les cellules stellaires et causer unefibrose hépatique.
1.9.2.3. Adipocytokines et stéatose hépatique non-alcoolique
Jusqu’à maintenant, l’augmentation des acides gras libres plasmatiques ethépatiques ainsi que les dysfonctions mitochondriales et la résistance à l’insuline
sont impliquées dans le développement de la $HNA. Dans l’étiologie de la SHNA, ilfaut également considérer le rôle des adipocytokines.
La génération d’espèces réactives et la péroxydation lipidique
- dont nous
avons discuté lors de la section précédente
- favorise la libération de cytokines(TNF-alpha, TGF-B, IL-8, INT--y, etc.) qui jouent un rôle dans la pathogenèse de laSHNA. Cette physiopathologie semble significativement augmenter l’expression deTNF-a (153). Or, en plus de favoriser le développement de la résistance à l’insuline,le TNF-Œ participe aussi aux processus inflammatoires du foie (6$). Curieusement,
cette cytokine ne provient pas uniquement des adipocytes: le TNP-Œ peut aussi être
sécrété par les cellules de Kupffer.
Les effets du TNF-cL sur le foie sont nombreux. Dans la même cellule, la
cytokine peut activer des voies de signalisation apoptotiques et nécrotiques
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(aponécrotiques) tout en favorisant la production de cytokines secondaires (167).
Par exemple, l’activation du NFkB par les TNF-Œ via les IKKJ3, stimule la
phosphorylation des résidus sérine de l’IRS-l en plus d’activer des voies de
signalisation apoptotiques. Ainsi, en plus d’exacerber la résistance à l’insuline, le
TNF-Œ est impliqué dans la détérioration cellulaire hépatique.
1.9.2.4. La stéatose hépatique non-alcoolique et le glucagon
Récemment, la découverte d’une relation causale entre le développement de
la résistance hépatique à l’insuline et l’accumulation de triglycérides hépatiques a
suscité un engouement pour l’étude des causes et conséquences de l’infiltration
hépatique de lipides (176). Au niveau hépatique, il a été montré que la résistance àl’insuline résultante d’une diète riche en lipides provoque des modifications dans laproduction hépatique de glucose (97, 176). Par contre, peu d’études ont tenté de
vérifier si la production hépatique de glucose est affectée par des changements dansla sensibilité hépatique du glucagon lors d’une SHNA. Étant donné que le glucagon
représente le principal régulateur de la production hépatique de glucose avecl’insuline, il est primordial de détenniner si l’action du glucagon est altérée lorsd’une infiltration de lipides hépatiques.
Une résistance hépatique au glucagon a été observée dans des conditionspathologiques comme le diabète (17), la cirrhose du foie (26) et la malnutrition(169). Une diminution de l’affinité du RG pour son ligand fut observée chez des ratshypergiucagonémiques atteints du diabète (17). De plus, chez des patients atteintsd’une cirrhose du foie, une condition semblable est observée et ce, sans changementsdans les concentrations de glycogène hépatique, d’insuline et de glucagon (26). Lorsd’une infusion hypergiucagonémique à des rats malnourris, une diminution de laproduction hépatique de glucose fut observée contrairement à des rats nourris adlibitum. Bien que les raisons permettant d’expliquer ces diminutions de la sensibilitédu foie au glucagon tardent à venir, aucune de ces études n’a adressé laproblématique des lipides hépatiques.
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Tel qu’expliqué à la section 1.5., il est possible que la sensibilité des
récepteurs hépatiques au glucagon soit affectée par l’accumulation de triglycérides
hépatiques. Par contre, les mécanismes responsables sont encore inconnus. Il a été
montré que la résistance hépatique à l’insuline induite par une diète riche en lipides
modifie la réponse des fRS-1 et WS-2 en plus d’activer certains isoformes de la
protéine kinase C (PKC). Or, l’activation des PKC par les lipides hépatiques, sous
la forme de phospholipides, mène à la phosphorylation des GRK (50, 160). Comme
nous l’avons précédemment indiqué, l’activation des GRK phosphoryle les RCPG et
diminue ainsi la sensibilité pour leur ligand (114, 115, 116). Toutefois, nous ne
savons pas si l’accumulation de triglycérides lors d’une $HNA peut mener à des
changements dans la sensibilité hépatique au glucagon.
Pour palier aux effets délétères de la SHNA, de l’obésite et du diabète de
type 2, il est recommandé de suivre une diète faible en lipides pour freiner
l’infiltration hépatiques de lipides. Égalemment, l’exercice physique est un moyen
efficace pour minimiser la progression des effets secondaires reliés aux pathologies
mentionnées.
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1.10. La stéatose hépatique non-alcoolique et l’exercice physique
L’exercice chronique jumelé à une diète faible en lipides a longtemps été
considéré comme un moyen efficace pour diminuer les effets délétères reliés à
l’obésité et au diabète de type 2. Il demeure que ces deux méthodes d’intervention
représentent encore les moyens les plus efficaces pour enrayer la progression de ces
maladies. Des études antérieures ont montré que l’entraînement physique atténue le
gain en adiposité, la détérioration du profil lipidique et le développement de la
résistance à l’insuline lorsqu’on passait d’une diète standard à une diète riche en
lipides (15, 106). Par contre, peu d’études ont tenté d’expliquer le rôle de l’exercice
sur la prévention de l’infiltration de lipides hépatiques et comme agent curatif de la
stéatose hépatique. Gauthier et al. (75) ont réussi à montrer qu’un programmed’entraînement en endurance de 8 semaines, jumelé à une diète riche en lipides,prévient l’apparition d’une stéatose hépatique macrovésiculaire. Auparavant,Naranyan et Rothfeld (140, 172) ont montré qu’un entraînement en enduranceprévenait l’accumulation de lipides hépatiques lorsque des rats étaient soumis à unediète riche en lipides. Ainsi, il semble que l’exercice en endurance joue un rôleimportant dans la prévention du développement d’une SHNA.
Certaines études n’ont toutefois pas réussi à montrer un effet del’entraînement en endurance sur la stéatose hépatique (195, 188). Une des raisonsqui expliqueraient cette absence d’effets est que le programme d’exercice futintroduit lorsque la stéatose hépatique était déjà induite. Afin que l’entraînement en
endurance soit efficace pour prévenir la stéatose hépatique, il doit débuter au même
moment que le changement de diète (74).
Par contTe, Gauthier et al. ont constaté que l’introduction d’un programmed’entraînement en endurance après huit semaines d’une diète riche en lipidespermettait de réduire l’adiposité et les concentrations d’acides gras libresplasmatiques à des concentrations similaires à des groupes nourris selon une diète
standard. Bien que l’entraînement en endurance ne parvient pas à modifier les
concentrations de triglycérides hépatiques, il permet de diminuer les effets délétères
de la SfflA malgré son introduction après huit semaines d’une diéte riche en lipides
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(74). De plus amples informations sont nécessaires pour déterminer quels types
d’exercices et modalités d’entraînement (volume et intensité) sont requis pour
diminuer les concentrations hépatiques de triglycérides lors d’une SHNA.
À ce jour, aucune étude a tenté de vérifier les effets de l’entraînement en
endurance sur la sensibilité hépatique du glucagon lors d’une SHNA.
oChapitre 2
PRESENTATION DE LA THÈSE
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2. Présentation de la thèse
2.1. Objectifs de la thèse
En 2001, $aÏtiel et al (176) ont montré que l’accumulation de triglycérides
hépatiques est un facteur important dans le développement de la résistance à
l’insuline. Par la suite, de nombreuses études ont tenté d’élucider les causes et les
conséquences de l’infiltration hépatique de lipides. Nonobstant le développement de
la résistance à l’insuline, il est maintenant accepté qu’une augmentation de
triglycérides hépatiques provoque également une augmentation de la production
hépatique de glucose. Bien que les raisons expliquant ces adaptations métaboliques
sont nombreuses, peu d’études ont tenté de vérifier si l’accumulation hépatique de
lipides engendre des modifications dans la sensibilité du récepteur hépatique au
glucagon.
Des changements dans la sensibilité hépatique au glucagon modifieraient
Ï’homéostase glucidique et, peut-être, joueraient un rôle important dans le
développement de l’hyperglycémie, l’hyperinsulinémie et la résistance à l’insuline
observées lors de physiopathologies comme le diabètes de type 2, l’obésité et la
SHNA. Une diminution de la sensibilité du foie au glucagon a précédemment été
montrée chez des patients atteints de diabète, d’une cirrhose du foie et de
malnutrition, mais les raisons de cette baisse de sensibilité demeurent inconnues. Il
est donc fondamental de bien comprendre les mécanismes régulateurs de la
sensibilité du foie au glucagon lors d’une infiltration hépatique de lipides.
Il a été clairement montré que l’entraînement et l’exercice en endurance ont
la capacité d’augmenter la sensibilité du foie au glucagon lors d’une condition
asymptomatique. Toutefois, aucune information n’est disponible en ce qui a trait à
l’impact de l’exercice physique sur la sensibilité du foie au glucagon lors d’une
SENA. Ainsi, dans un but thérapeutique, il est de première importance de
déterminer le rôle de l’entraînement et de l’exercice physique en endurance sur la
sensibilité du foie au glucagon lors d’une SHNA.
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Les objectifs de la présente thèse se divisent donc en quatre volets:
1) Étudier les effets d’une infiltration hépatique de lipides sur la production
hépatique de glucose induite par un clamp hypergiucagonémique.
2) Déterminer les changements de la densité et de l’affinité du RG ainsi que les
modifications apportés sur les protéines G stimulantes et inhibitrices
hépatiques lors d’une $HNA.
3) Comprendre et éclaircir la désensibilisation du RG lors d’une SHNA.
4) Déterminer le rôle de l’entraînement et de l’exercice physique en endurance
sur la sensibilité du foie au glucagon ainsi que sur le phénomène de
désensibilisation lors d’une SHNA.
2.2. Introduction aux manuscrits
Cette thèse présente trois manuscrits qui contribuent à l’avancement des
connaissances sur la sensibilité hépatique au glucagon lors de la SHNA. Elle permet
d’éclaircir le rôle de l’entraînement et de l’exercice physique en endurance sur la
sensibilité hépatique au glucagon lors de cette physiopathologie. Cette section offre
une brève introduction à chacun des manuscrits, en plus de donner un court résumé
de chacun. Le rôle de l’auteur et des co-auteurs dans l’élaboration des projets ainsi
que dans la rédaction des manuscrits sera décrite. Toutes les études présentées dans
cette thèse ont été subventionnées par Jean-Marc Lavoie grâce au Conseil de
Recherches en Sciences Naturelles et en Génie du Canada (CRSNG).
ÉTUDE 1 : Evidence of Hepatic Ghtcagoit Resistance Associated witlt Hepatic
Steatosis : Reversai Effect of Training
Cette première étude se veut une suite à l’étude élaborée par Bonjom-Matas
et al. (129) en 1999. Dans cette étude, il a été montré que la sensibilité hépatique au
glucagon augmente après 60 minutes d’exercice en endurance sur tapis roulant.
Précédemment, il a été montré, grâce aux travaux du groupe de recherche de Carole
Lavoie de l’Université du Québec à Trois-Rivières, que l’entraînement en endurance
peut également augmenter la sensibilité hépatique au glucagon.
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Parallèlement à l’étude du métabolisme du glucagon, le Dr Jean-Marc Lavoieétudie le développement de la stéatose hépatique induite par une diète riche enlipides et du râle de l’entraînement en endurance sur le développement de cettepathologie. Dans un soucis de consolider l’ensemble des connaissances, le DrLavoie me suggère un projet qui vise à vérifier les effet de la SHNA sur le
métabolisme hépatique du glucagon ainsi que le rôle de l’entraînement en endurance
sur la sensibilité hépatique au glucagon.
Pour ce faire, nous avons soumis des rates $prague Dawley à une diète
standard (SD) ou riche en lipides (HF) pour une durée de huit semaines. Certainsgroupes expérimentaux ont aussi été soumis à un entraînement en endurance de six
semaines sur tapis roulant pour vérifier les effets de l’entraînement sur le
métabolisme du glucagon (SD-Tr et HF-Tr). À la fin des traitements expérimentaux,les rates ont été soumises à un cÏamp hypergÏucagonémique d’une durée de 60
minutes avec glucose tritié pour calculer la production hépatique de glucose. Les
résultats expérimentaux montrent que la production hépatique de glucose des rates
soumises à une diète riche en lipides n’ayant pas subis un entraînement en endurance(Hf-Sed) est significativement inférieure à la production hépatique de glucose des
rates soumises à une diète standard (SD-Tr). L’entraînement en endurance parvientà augmenter la production hépatique de glucose des rates soumises à une diète riche
en lipides (HF-Tr). Ainsi, 1) une diminution de la sensibilité hépatique au glucagon
est observée chez des rates soumises à une diète riche en lipides et 2) une
augmentation de la sensibilité hépatique au gÏucagon est observée chez des rates
soumises à une diète riche en lipides de huit semaines et un entraînement en
endurance sur tapis roulant de six semaines. Un résultat important trouvaille de cettepremière étude est la relation entre l’accumulation de triglycérides hépatiques et ladiminution de la production hépatique de glucose (R=-0,849, P <0,001).
Lors de ce projet, je fus responsable de l’élaboration des hypothèses de
recherche, du choix du modèle expérimental, de la collecte de données, de l’analyse
et de l’interprétation des résultats ainsi que de la rédaction du manuscrit. Pour ce qui
est de la rédaction du manuscrit, le Dr Jean-Marc Lavoie m’a offert une aide
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précieuse. La technique du clamp hypergiucagonémique et la chirurgie nécessaire
pour implanter les canules carotidieimes et jugulaires m’ont été enseignées par
Karine Couturier et Marie-Soleil Gauthier. Amélie Paquette, Pascal Collin, Patrick
Brault et Siham Yasari m’ont offert leur aide dans la collecte de données et pour
l’entraînement des rats.
ÉTUDE 2: Atteratioits ii, Hepatic Gtucagoit Receptor Deizsity, and ut Gsa and
G1a2 Protebz Content ivitlt Diet-Dtdttced Hepatic Steatosis: Effects of Aciite
Exercise
Suite aux résultats expérimentaux obtenus lors de l’étude précédente, nous
voulions élucider les mécanismes responsables des modiflcatjons de la sensibilitéhépatique au glucagon lors d’une SHNA induite par une diète riche en lipides. Pour
ce faire, nous avons mesuré le nombre (Brnax) et l’affinité (Kd) des récepteurs auglucagon grâce à une technique de radioliaison. De plus, nous avons analysé le
contenu membranaire en protéines G des hépatocytes pour vérifier si les
changements dans la sensibilité hépatique du glucagon lors d’une SHNA sontégalement le résultat de changements dans le contenu membranaire en protéines G
stimulantes (GsŒ) et inhibitrices (Gi) hépatiques. Dans cette étude, nous avons
choisi une période d’exercice physique en endurance de 30 minutes pour stimuler defaçon physiologique les récepteurs au glucagon.
Des rates de même souche que l’étude précédente ont été utilisées pour lesfins de ce projet. Par contre, nous avons soumis les animaux à deux semaines dediète standard (SD) ou riche en lipides (HF) à cause des résultats obtenus lors del’étude de Gauthier et al. (74): ces derniers ont montré que le foie a une quantité
maximale de triglycérides après 14 jours d’une diète riche en lipides. Ainsi, comme
nous voulions mettre en relation la quantité de lipides hépatiques et la perte de
sensibilité du foie au glucagon, nous avons opté pour ce temps de traitement en
raison de l’entreposage maximal de triglycérides. Un groupe de rates dans chaque
condition alimentaire a été soumis à un exercice en endurance de trente minutes
avant leur sacrifice (Hf-Ex, SD-Ex). À défaut d’utiliser le modèle de stimulation
supraphysiologique au glucagon de la précédente étude, nous avons opté pour
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l’exercice aigu pour stimuler de façon physiologique les récepteurs au glucagon.
Les groupes laissés au repos représentaient des conditions de contrôle (Hf-Rest, SD
Rest). Une diminution significative du nombre de récepteurs au glucagon (Bmax)
sans changement de leur affinité (Kd) fut observée lors d’une SRNA induite par une
diète riche en lipides. De plus, une relation causale entre l’augmentation du contenu
hépatique en triglycérides et la diminution du nombre de RG fut démontrée (R=z
0,5 12, P <0,003). Une diminution significative du ratio protéines G stimulantes sur
protéines G inhibitrices (Gs/Gi2) fut également observée chez les animaux
stéatosés. Même si l’exercice physique en endurance n’affecte pas le nombre etl’affinité des RG et le ratio Gs/Gi, les résultats de cette étude expliquent en partieles résultats de la précédente étude: la diminution de la production hépatique deglucose induite par le glucagon chez des rats atteints d’une stéatode hépatique
causée par une diète riche en lipides s’explique par une diminution du nombre de
récepteurs présents à la membrane ainsi qu’une diminution dans le contenuprotéique du système de signalisation intracellulaire spécifique au glucagon (Gs/Gi).
Lors de ce projet, je fus une fois de plus responsable de l’élaboration deshypothèses de recherche, du choix du modèle expérimental, de la collecte dedonnées de l’analyse et de l’interprétation des résultats ainsi que de la rédaction du
manuscrit. Pour une seconde fois, le Dr Jean-Marc Lavoie m’a offert son aideprécieuse dans la rédaction et la correction du manuscrit. Alexandre Melancon etCarole Lavoie de l’Université du Québec à Trois-Rivières m’ont prêté main fortedans l’analyse du nombre et de l’affinité des récepteurs hépatiques au glucagon.Pierre Corriveau, biochimiste du département de kinésiologie de l’Université deMontréal, m’a aidé à mettre au point les techniques d’isolation de membranesplasmiques d’hépatocytes et d’immuno buvardage pour quantifier le contenu enprotéines G stimulantes et inhibitrices.
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ÉTUDE 3: Hepatic Gtucagon Receptor Interizatizatioiz Associated witlt Diet
Induced Hepatic Steatosis.
La diminution du nombre de récepteurs membranaires au glucagon observée
lors de notre seconde étude offre une piste d’explication pour la diminution de la
production hépatique de glucose induite par le glucagon lors de notre première
étude. Toutefois, la motivation principale de cette troisième étude était de
déterminer le devenir cellulaire des récepteurs hépatiques au glucagon lors d’une
$HNA. Plus précisément, nous voulions vérifier si le nombre total de RG est
modifié lors d’une SHNA. Nous voulions également vérifier si une désensibilisation
ou une intemalisation des récepteurs hépatiques au glucagon survient lors d’une telle
pathologie. Dans cette étude, le temps d’exercice physique en endurance est de 60
minutes pour stimuler physiologiquement les récepteurs au glucagon.
Des rats Sprague-Dawley ont été soumis aux mêmes particularités
méthodologiques de l’étude précédente. Par contre, l’absence d’effets de l’exercice
dans la précédente étude nous a obligé à doubler le temps d’effort à 60 minutes.
Après deux semaines de traitement alimentaire, deux groupes de rats (SD-Ex, HF
Ex) ont été soumis à 60 minutes d’exercice en endurance pour stimuler les
récepteurs au glucagon tandis que les deux autres groupes (SD-Rest, Hf-Rest) sont
restés au repos. Par la suite, une perfusion hépatique à la collagénase fut pratiquée
pour isoler les hépatocytes. En utilisant une technique d’immunofluorescence, les
hépatocytes ont ensuite été incubés en présence d’un premier anticorps spécifique
pour le récepteur hépatique au glucagon (ST-18). L’utilisation d’un second anticorps
fluorescent nous a pennis de visualiser tous les récepteurs au glucagon présents dans
les hépatocytes. De plus, nous avons isolé les membranes plasmiques, les endosomes
et les lysosomes hépatiques pour en arriver à faire de J’imrnunobuvardage contre les
récepteurs au glucagon avec l’anticorps ST-1$. Il nous a ainsi été possible de vérifier
la présence de récepteurs au glucagon dans les différentes organelles impliquées
dans le processus de désensibilisation et d’intemalisation des RCPG. Une
diminution du nombre total de récepteurs hépatiques au glucagon fut observée chez
les rats soumis à une diète riche en lipides, sans changements avec l’exercice. De
plus, une diminution du nombre de récepteurs membranaires au glucagon fut
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observée chez les rats stéatosés. Pour ce qui est des organelles microvésiculaires,
une augmentation du nombre de récepteurs endosomaux et lysosornaux au glucagon
fut détectée chez les rats soumis à une diète riche en lipides. Ainsi, en plus d’une
intemalisation des récepteurs hépatiques au glucagon, on constate une
désensibilisation de type hétérologue lors d’une SHNA. Les mécanismes
responsables de cette désensibilisation demeurent toutefois inconnus.
Une fois de plus, je fus responsable de l’élaboration des hypothèses de
recherche, du choix du modèle expérimental, de la collecte de données de l’analyse
et de l’interprétation des résultats ainsi que de la rédaction du manuscrit. La Dr
Cecilia G. Unson (49, 102, 133, 199, 200) de l’Université Rockefeller de New York
nous a gracieusement fourni l’anticorps spécifique au RG (ST-18) et son expertise
pour la technique d’immunofluorescence. Pour une troisième fois, le Dr Jean-Marc
Lavoie m’a offert son aide précieuse dans la rédaction et la correction du manuscrit.
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SOMMAIRE
La présente étude a comme objectif de vérifier les hypothèses 1) qu’une SHNAinduite par une diète riche en lipides diminue la production hépatique de glucose(PHG) induite par un un clamp hypergiucagonérnique et 2) qu’un programmed’entraînement en endurance peut prévenir la perte de sensibilité du foie au glucagon
occasionée par la SHNA. Pour une durée de huit semaines, deux groupes de rats sont
nourris avec une diète standard (SD) tandis que deux autres groupes sont nourris
avec une diète riche en lipides (HF; 42% kcal). Dans les deux traitements
alimentaires, un groupe de rat reste sédentaire pour la durée de l’expérience (Sed)tandis qu’un second groupe est entraîné sur tapis roulant (TR) pour une durée totalede six semaines. L’entraînement en endurance débute deux semaines après le débutde la diète et l’intensité augmente progressivement pour atteindre un maximum de60 minutes d’entraînement à 26 mlmin avec 10% d’inclinaison lors des troisdernières semaines. La PHG est mesurée chez quatre groupes de rats anesthésiés
recevant une infusion constante de glucagon (2 ug/kg!min i.v.) pour une période de60 minutes. Une augmentation de 28% (F < 0.01) dans les concentrations detriglycérides hépatiques est observée chez les rats Sed soumis à une diète HF en
comparaison avec les rats nourris à la SD. L’entraînement en endurance des rats
soumis à une HF prévient cette augmentation de la concentration des lipideshépatiques. Les concentrations plasmatiques de glucagon (90 000 pg/ml) etd’insuline (rn-500 pmolIl) augmentent à des concentrations semblables dans les quatregroupes à l’exception de celle de l’insuline dans le groupe SD-Sed qui est
significativement plus élevée (P < 0.05). L’hyperglycémie (‘—j 300 mg/dl) induite parl’infusion de glucagon est significativement supérieure (F< 0.05) dans le groupe SDSed que les groupes HF-Sed et SD-TR. L’infusion de glucagon provoque une plusfaible augmentation (- 35%) de la PHG dans le groupe HF-Sed comparativement augroupe SDSed. Cette plus faible PHG est observée après 25, 40 et 60 mind’infusion. L’entraînement en endurance chez les rats nourris à une diète HP pennetd’atténuer significativement (50%; F < 0.05) l’état de résistance hépatique auglucagon. Lorsque les concentrations individuelles de triglycérides hépatiques sont
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comparées aux valeurs de PHG après 60 min d’infusion de glucagon, une relation
causale est observée entre l’augmentation de lipides hépatiques et la diminution del’action du glucagon sur le foie (R = -0.849, F < 0.00 1). Cette étude est la première à
montrer qu’une résistance hépatique au glucagon se développe suite à l’ingestiond’une diète riche en lipides et que l’entraînement en endurance atténue cette perte de
sensibilité. Nous croyons que l’infiltration de lipides au niveau hépatique interfère
avec l’action du glucagon causant ainsi une résistance au glucagon.
Mots clés: infusion de glucagon; production hépatique de glucose; infiltrationlipidique; foie
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SUMMARY
The present study was undertaken to test the hypothesis that a high-fat diet-induced
hepatic steatosis is associated with a reduction in hepatic glucose production (HGP)
in response to a hypergiucagonernic infusion, and that this postulated state ofhepatic
glucagon resistance in high-fat fed rats is attenuated by concurrent exercise training.
HGP was measured in four groups of anesthetized rats infused with glucagon (2
ug/kg/min iv) over a period of 60 min. Two groups of rats were either fed a standard(SD) or a high-fat (HF; 42% kcal) diet for eight weeks and were assigned either to a
Sedentary (Sed) or a treadmill-trained (TR) group. Training was initiated two weeks
after the beginning of the diet protocol and was progressively increased over a
period of 6 weeks reaching 60 min at 26 mlmin, 10% grade, for the iast 3 weeks.
The 11F compared to the SD diet resuÏted in ‘ 28% higher (P < 0.01) liver
triglyceride levels in Sed rats. This increase was completely prevented by the
exercise training program in the HF-TR group. Plasma glucagon (--‘90 000 pg/ml)
and insulin (—‘500 pmol/Ï) leveÏs were increased to a similar extent in ail four
groups, with the exception of higher (P < 0.05) insulin levels in SD-Sed group.
Glucagon induced-hypergiycemia (‘--‘ 300 mg/dl) was higher (P< 0.05) in the SD-Sed
than in HF-Sed and SD-TR groups. Glucagon infusion resulted in a significantly (P
<0.05) lower increase t—’ 35%) in HGP in HF-Sed compared to SD-$ed group. Thelower level ofHGP in HF-Sed compared to SD-Sed rats was observed whether HGP
was measured after 25, 40, or 60 min of glucagon infusion. Exercise training in HFfed rats resulted in a significant (P < 0.05) attenuation (50%) of the state of Hfinduced giucagon resistance. Comparisons of ail individual liver triglyceride and 60-
min HGP values revealed that liver triglyceride values were highly (P < 0.001)predictive of the decreased glucagon action on HGP (R = -0.849). The present
resuits indicate that the feeding of a high-fat diet induces a state of hepatic glucagon
resistance, which is partiaily attenuated by concurrent exercise training. It is
suggested that liver lipid infiltration may interfere with the action of glucagon, thus
inducing glucagon resistance in liver.
Key words: glucagon infusion; hepatic glucose production; fat deposits; liver
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INTRODUCTION
hcreasing interest in the causes and consequences of liver lipid infiltration lias been
recently spurred by the finding of a relationship between the accumulation of
triacylglycerol in tissues other than adipocytes and the development of a state of
insulin resistance (2$). In liver, insulin resistance associated with obesity in hurnans
and with a Hf diet in animais has been reported to disrupt normal hepatic glucose
production (HGP; 16, 28). Whether HGP is also affected by a change in liver
glucagon sensitivity following a high-fat diet is not known. The possible role of
glucagon in physiopathologies such as obesity, diabetes and its associated hepatic
lipid infiltration lias been overlooked in past studies. Considering that glucagon is
the primary regulator of hepatic glucose output, it is of interest to consider whether
the specific action of glucagon in liver is hampered by a high-fat diet and hepaticlipid infiltration.
Fatty liver, or steatosis, refers to a histopathological condition characterizedby an excess accumulation of lipids, primarly triacylglycerols, within hepatocytes(7). Although simple steatosis is flot strictly a form ofhepatitis, it is included as part
of the broad spectrum of non-alcohoÏic fatty Ïiver disease (NAFLD; 2). Hepaticinsulin resistance has recently been associated with fat accumulation in liverindependent of obesity in men (29). There is no data, however, showing a possiblelink between liver lipid infiltration and hepatic glucagon resistance. Existence of
such a link is supported by the demonstration of an hepatic resistance to glucagon
action in cirrhotic patients that is not caused by reduced glycogen stores (6,24). The
first aim of the present study was, therefore, to test the hypothesis that a high-fatdiet-induced hepatic steatosis is associated with a reduction in gÏucagon-inducedhepatic glucose production.
Recently, there lias been one report suggesting that the liver of trainedindividuals was more sensitive to glucagon than the liver of untrained individuals(11). Subsequently, the same group of authors reported an increased density ofglucagon receptors from endurance-trained rats (19). At the same time, Podolin et al.(25) observed an increased hepatic glucagon receptor-binding affinity with exercise
training in old rats. These findings support the view that chronic exercise increases
7$
the sensitivity of the liver to glucagon. In the perspective that glucagon sensitivity is
reduced by a high-fat diet-induced liver lipid infiltration, it is ofinterest to detennine
if chronic endurance training improves hepatic glucagon sensitivity of steatotic rats.
In support ofthis hypothesis, our group has recently provided evidence that exercise
training reduces hepatic steatosis in Hf fed rats (12). The second aim ofthe present
study was to determine if chronic endurance training alters glucagon-mediated
hepatic glucose production in liver of high-fat fed rats. Resuits indicate that HGP in
HF-fed rats during hypergiucagonemic infusion was reduced by 35% relative to
control rats, this reduction being attenuated in endurance trained rats.
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MATERTALS ANIJ METHODS
Animal care and exercise protocol. Fernale Sprague-Dawley rats (Charles
River, St. Constant, Canada), weighing 200-220g , were houSed in individual cages
and ailowed food (standard diet or high-fat diet) and water ad tibitum for $ weeks
after they were received in our laboratory. The iighting schedule was such that lights
were on from 0700 until 1900, and room temperature xvas maintained at 20-23°C.
Two weeks following their arrivai and the initiation of the specific diets, rats from
trained groups began an exercise protocol consisting of continuous running on a
motor-driven rodent treadmili (Quinton Instruments, Seattie. WA) 6 tirnes/wk for 6
wk. Rats were progressiveIy run for 15 rninlday at 15 rnlrnin, 0% slope, up to 60
minlday at 26 mlmin, 10% siope, for the last 3 wk. Ail exercise trained animais
were restrained ftom exercise 48h before the experirnentation.
Groups and $urge;y. Afier their arrivai, rats were randomly assigned to one
of the four experimental groups. One group of rats was fed with standard (SD) pellet
rat chow (12.5% lipid, 62.3% carbohydrate, and 24.3 ¾ protein (kcal); Agribrands
Purina Canada, Woodstock, Ontario). A second group was fed with high-fat (HF)
small pellets rat chow (42% lipids; 36% carbohydrate, and 22% protein (kcal); ICN
Pharmaceuticals (NY, USA)). Details ofthe diets are described elsewhere (12). One
half of the animais in each dietary condition were concurrently exercise trained (TR)
for 6 wks, whereas the other one-haif rernained Sedentary (Sed). Hence the four
experimental groups consisted of SD-fed rats in the Sed (SD-Sed) or the TR state(SD-TR), or HF-fed rats in the Sed (HF-Sed) or the TR state (HF-TR), with n 8-10
rats/group. On the morning of the experiment, any remaining food was rernoved
from the cages 2-3h before sacrifice. Rats were weighed and anesthetized with
pentobarbital sodium (40 mglkg ip) as the whole experiment was conducted with the
animais under anesthesia. Ail rats were implanted with two catheters into the rightjugular vein for the respective infusions ofglucagon and [3-3H]giucose, and one into
the carotid artery for blood sampling. Ail catheters were filled with sterile 0,9%
NaCÏ. A smail mid-abdominai incision (2
- 2,5 cm) was thereafler made to give ftee
access to the liver. An open liver biopsy (—100 mg) was then taken according to
80
Daemen et al. (9). After the liver was exposed via the abdominal incision, a small
piece of liver tissue (80 100 mg) was cut of the edge of the median lobe with a
shar-p scissor cooled to liquid nitrogen temperature. The use of a cooled scissor
aliowed almost no bleeding. Afler the biopsy, the abdomen was sutured. The whole
surgery procedure iasted ---15 min and was followed by a 10 min recovery period
before the beginning of the infusions. During the entire experirnent, the body
temperature ofthe animais was maintained by using a heating blanket.
Experirnentat protocot. Afler the surgical procedures described above, a 75
min period was aliowed for tracer stabilization ([3-3H]glucose). Biood samples were
taken at 30 (500 l), and 35 min (600 tl) ofthis period for the determination of basal
plasma glucagon, insulin, free fatty acids (FFA), triglycerides, and glycerol
concentrations. These basal values are reported under time O in the figures. This
procedure was used to avoid sampling of large bÏood volume immediately before the
begiiming of the glucagon infusion. Arterial blood samples (250 pi) were also taken
at times 60, 65, 70, and 75 min for the determination of the basal rate of glucose
turnover. The tracer stabilization period was immediateiy followed by a 60 min
period of glucagon infusion in ail rats. For this, a primed (20 ig/kg over 1 mm)
constant-rate (2 rg/kg/min) infusion of glucagon (from porcine pancreas: Sigma
Aldrich Canada, Oakville, Canada) dissolved (20 jig/kg/ml) in diluting fluid (1.6 %
glycerine and 0.2% phenol) with saline was delivered intravenously by a precision
pump (Harvard Apparatus). This dose of giucagon vas chosen to mimic the bolus
dose used by Rao (27) to demonstrate that chronicaliy rnalnourished rats were
glucagon resistant in the liver. During the infusion period, 250 tl of arterial blood
was sampied every 5 min for determination of glucose turnover. At 40 and 60 mm, 1
ml of arterial blood was sampled for measurements of insulin, glucagon, FFA,
triglycerides, and glycerol. For ail blood sampiings, red biood ceils obtained from
blood centrifuged without preservatives were resuspended in saline and reinjected
into the animal. After the last blood sample was taken, the abdominal cavity was
reopened and a piece of the median lobe of the liver was removed and frozen with
aluminium block tongs cooled to iiquid nitrogen temperature. lmmediateÏy after,
visceral fat pads (mesenteric and retroperitoneal) were removed and imrnediateiy
weighted. Mesenteric fat pad consisted of adipose tissue surrounding the gastro
81
intestinal sphincter to the end of the rectum. Retroperitoneal fat pad was taken as
that distinct deposit behind each kidney along the lumbar muscles.
Glucose Turnover. A primed (74 kBq) continuous infusion of [3-3H]glucose
(dissolved in ultra-pure water, 1.480 kBq/ml, >97% pure; New England Nuclear,
Boston, MA) was delivered intravenously by a precision pump (Harvard Apparatus).
The infusion rate of the tracer during the stabilization period was 2.457 kBq/rnin (-75 to O mm). This rate was increased twofold to 4.914 kBq/min at the begirniing of
the glucagon infusion and maintained throughout the infusion period. This was done
to keep the tracer specific activity as constant as possible. Glucose appearance was
calculated by using the formula for non-steady state conditions developed by Steele(31) and validated by Radziuk et al. (26). The volume of distribution in which rapid
changes in glucose concentration and specific activity of [3-3H]glucose occur was
set to 188 ml!kg body wt. Smoothing of glucose and specific activity values to
reduce rapid changing of these variables with respect to tirne was conducted by an
independent researcher using curve fitting by hand (1).
Analytical Methods. Blood was collected into 1-ml syringes with 7% EDTA.
For the assay of [3-3H]glucose radioactivity, 70 l of plasma was deproteinized with
35 ul of iN perchioric acid and centrifuged (17). Duplicate aliquots (30 d) of the
supernatant were evaporated ovemight under a stream of air to remove tritiated
water. The dry residue was redissolved in 200 jil of water and counted in 3 ml
scintillation liquid (Sigma-Fluor, Sigma Chemical, St. Louis, MO) using a liquid
scintillation spectrophotometer. Correction for counting efficiency was always
carried out by means of dilutions of the infusate with plasma mn in parallel with
plasma samples (17). The fraction of blood (220 pi) to be used for glucagon
determination was preserved in aprotinin (25 pi) before centrifugation. The
remaining fraction of blood was also centrifuged (Eppendorf centrifuge, no. 5415),
and the plasma was stored for subsequent insulin, glucose, triglycerides, free fatty
acids, and glycerol determinations. Ail tissues and blood samples were stored at -
78°C until analyses were performed.
82
Plasma glucose concentrations were determined by using a glucose analyser(Yellow Springs Intrurnents 2300, Yellow Springs, OH). Insulin and gÏucagon
concentrations were determined by commercially available radioirnmunoassay kits(Radioassay System Laboratory, ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA; distributed by
Immunocorp, Montréal, Québec, Canada). Plasma and liver triglycerides and
glycerol concentrations were determined by quantitative enzyrnatic rnethod (Sigma
Diagnostics, St. Louis, MO). FfA concentrations were determined by enzymatic
colorimetric assay (Roche Diagnostics, Lavai, Québec, Canada). Liver glycogen
concentrations were deterrnined by using the phenolsulfuric acid reaction (21).
Statistical Analysis. Ail data are reported as means ± SE. The total area under
the concentration curve and above baseline for glucose, glucose production, insulin,glucagon, plasma triglycerides, glycerol, and ffA levels was computed by using atrapeizoidal modei. $tatisticai comparisons were perfomied by using a two- and a
one way ANOVA for repeated and nonrepeated-measures design, respectively.Fisher’s post hoc test was used in the event ofa significant (F < 0.05) f ratio.
$3
RESULT$
There was no difference in body weight among groups at any measured point
in time during the 8-wk experimental period (Table 1). Nevertheless, the high-fat
compared to the standard diet resulted in a significantly (F < 0.05) higher relative
weight of retroperitoneal fat deposit in the $ed state. Training resulted in significant
(F <0.05) lower levels ofretroperitoneal and mesenteric fat deposits in both dietary
conditions (Table 1).
The hypergiucagonernic infusion resulted in a significant (F <0.01) decrease
in plasma triglyceride leveis in ail groups (Fig. lA). There was, however, no
difference in the area under the plasma triglyceride curves among the four groups.
Liver triglyceride concentrations, measured at the end of the glucagon infusion, were
higher (P < 0.01) in the HF-Sed than in the SD-Sed group (Fig. lB). Training
significantly (P < 0.05) lowered hepatic triglyceride concentrations in HF but not in
the SD fed rats. Plasma glycerol concentrations increased significantly (F < 0.01)
and to a similar extent in ail groups in response to the glucagon infusion (Fig. 2A).
Despite an overail tendency to increase foilowing the glucagon infusion, free fatty
acid leveis were flot changed significantly (F > 0.05) during the course of the
infusion and no inter-group differences were observed (Fig. 2B).
Pre- and post-glucagon infusion values of hepatic glycogen are shown in Fig
3. HF fed rats in the Sed state, had a lower hepatic glycogen concentration compared
to their $D fed counterparts before the infusion protocol (Fig. 3A; F < 0.05). Pre
infusion hepatic glycogen concentration was also higher (F < 0.05) in HF-TR
compared to HF-Sed. Glucagon infusion, resulted in a significant (P < 0.01)
decrease in Ïiver glycogen content in ail groups (Fig. 3A). Hepatic glycogen
breakdown following glucagon infusion was, however, significantÏy (F < 0.05)
larger in the HF-Sed than in SD-Sed and HF-TR groups (Fig. 3B). There was no
significant difference (F> 0.05) in glycogen breakdown between SD-$ed and SD
TR groups. Plasma glucose concentrations were significantly (P < 0.01) increased to
hyperglycemic levels ( 300 mg/dl) in ail groups in response to the infusion of
glucagon (Fig. 4A). For the whole 60 min period, the total area under the glucose
concentration curve reveals significantly higher values in $D-Sed compared to HF
Sed animais (P < 0.05). The total area under the glucose concentration curve was
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also higher (P < 0.05) in the HF-TR compared to HF-Sed rats, whiie it was lower (P
<0.05) in the SD-TR compared to the $D-Sed group.
As expected, plasma glucagon concentrations were sigriificantly (P < 0.01)
increased in ail groups (— 90 000 pg/ml) afier the glucagon infusion (Fig. 4B). For
the whole 60 min period, the oniy inter-group difference in the area under the
giucagon concentration curve was a slightly but significantly (P < 0.05) lower value
found in the HF-Sed cornpared to the HF-TR-group. There was no difference in the
area under the glucagon concentration curve among groups for the first 40-min tirne
period. Plasma insulin concentrations were significantly (P < 0.01) increased in ail
groups afier the glucagon infusion (Fig. 4C). The total area under the insulin
concentration curve indicates a higher (P <0.05) insulin concentration in the SD-Sed
compared to ail other groups.
As expected, HGP in response to the glucagon infusion was increased (P <
0.01) in ail groups (Fig.5A). Due to the variations ofthe response with time, the area
under the glucose production curve was calculated for different time periods. In the
pre-infusion period (-10 to O mm), there was no significant difference (P < 0,05) in
glucose production among groups (fig. 5C). During the first 25 and 40 min time
periods of the hypergiucagonemic infusion, the area under the glucose production
curve was significantly (P < 0.05) higher in SD-Sed compared to Hf-Sed rats (fig
5D and E). During this time period, training did not modify the response of HGP in
both SD and HF fed groups. For the whole 60 min period, the area under the glucose
production curve was also signiflcantly (P < 0.05) lower in the HF-Sed compared to
SD-Sed animais (fig. 5B). When the whole 60 min period of infusion is considered,
training resulted in significantly (P < 0.05) higher glucagon-induced hepatic glucose
production in HF fed rats while it resulted in a lower value in the SD fed group (P <
0.05). fig. 6 shows the association between the level ofhepatic triglycerides and the
HGP (0-60 mm) for ail rats throughout the experiment. This comparison reveals a
strong negative relationship between hepatic glucose production and hepatic
triglyceride concentrations (R - 0,849; P < 0.001).
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DISCUSSION
The present study was undertaken to determine if a HF diet-induced hepatic
steatosis is associated with a reduction in HGP in response to a hypergiucagonernic
infusion in rats and, in the eventuaiity of such an association, if endurance training
reduces this deleterious effect. Data from the present study indicate a 35%
reduction in hepatic glucose production during a 60 min hypergiucagonemic
infusion foilowing an 8-week HF diet-induced hepatic steatosis. This response was
improved by —50% when rats were submitted to a 6-week concurrent exercise
training program. When ail groups are taken together, a strong negative correlation
was found between liver triglyceride levels and hyperglucagonernia-induced hepatic
glucose production. Taken altogether, data of the present study are the first to
indicate a state of hepatic glucagon resistance associated with an increase in liver
lipid infiltration foilowing a HF diet in rats.
A state of hepatic glucagon resistance was previously reported in different
physiopathological conditions. Decreased glucagon binding was observed in
hepatocytes of hypergiucagonemic diabetic rats (3). Hepatic resistance to glucagon
was also reported in cirrhotic patients independentÏy of any change in plasma insulin
concentration and reduced glycogen stores (6, 25). Rao et al. (27), using a similar
hyperglucagonemic infusion as the one used in the present study, reported a 31%
reduction in HGP of malnourished rats compared to well-fed littermates. On the
whole, the above-mentioned studies are compatible with the observation that a state
of hepatic glucagon resistance may develop under speciai circumstances and that the
extent of the present hepatic glucagon resistance (‘- 35%) is similar to what lias been
reported in other studies (27).
The mechanism(s) by which high-fat dïet and/or hepatic lipids would induce
a state ofhepatic glucagon resistance remains to be elucidated. Data from the present
study suggest that the levei of iiver triglycerides may be involved in the meclianism
of HF diet-induced glucagon resistance in the liver. This suggestion is supported by
the strong negative association found between the level oftriglycerides and the level
of glucagon-stimulated hepatic glucose production (Fig.6). A sirnilar association was
recently reported between hepatic triglyceride content and the lack of inhibiting
action of insulin on hepatic glucose output in HF fed rats (16). An impairment in the
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coupling of glucagon receptors ta stimulatory G protein (Gs) system in liver plasma
membrane of obese rats bas been previously reported (15). More recently, Podolin et
al. (25) reported a reduced protein expression of Gs with aging in rat liver. Since
liver triglycerides have been reported to increase with age (23), it is possible that the
decreased hepatic ratio of Gs/Gi activity is influenced by the liver lipid content.
Aithough the mechanistic link remains ta be established, data from the present study
provide good evidence of an association between liver lipid infiltration and the
development of a state of hepatic glucagon resistance.
Aside from conditions associated with liver lipid infiltration, endurance
training has been reported to improve hepatic glucagon sensitivity in humans and in
rats (11,19). Bonjom et al. (5) also showed that a single bout of exercise increases
hepatic glucagon sensitivity in rats. In agreement with these reports, HGP (for the
whole 60 mm) increased by 20% in the HF-TR cornpared ta HF-$ed rats. These
data, therefore, indicate that exercise training may improve giucagon sensitivity in
rats submitted ta a HF diet. Aithough it can flot be excluded that this effect may be
attributed to the direct action of exercise training on glucagon receptors (19), it may
also be associated with the reduction in liver lipid infiltration when exercise was
added to the HF diet. What is puzzling, however, is the reduction in HGP in
response to glucagon in SD-TR compared ta SD-Sed animais (Fig.5B). One is
tempted to suggest that exercise training, under normal dietary conditions, may
increase sub-maximal liver response ta glucagan infused in physiological
concentrations, as a resuit of greater affinity (19), but does not affect or decrease the
near maximal response stimulated by a supraphysiolagical concentration. The
concept that less glucagon is needed to maintain euglycernia during prolonged sub
maximal exercise in trained individuals due ta an increased glucagon sensitivity is
not incompatible with the interpretation that the maximal capacity to praduce
glucose in response to large doses af giucagon may not be increased or may even be
reduced with training.
Since rats in the present study were in the fed state, it can be assumed that
mast of the glucose produced by the liver during the glucagon infusion was the
resuit of an increased glycogenolysis. For the whole 60 min period of glucagon
infusion, the Hf-Sed group showed a ‘-35 % lower hepatic glucose production
despite a -25% higher hepatic glycogen breakdown compared to SD-Sed group.
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Aithough no attempt was made to quantify gluconeogenesis and glycogenolysis in
the present study, it can be postulated that stimulation of gluconeogenesis in
response to glucagon infusion was lower in the HF-Sed compared to SD-$ed group.
It is, thus, possible that the induction of glucagon resistance following a HT’ diet
induced liver lipid infiltration affects both the glycogenolysis and the gluconeogenic
pathways. As suggested for the comparison between Hf-Sed and SD-Sed, the higher
HGP in the Hf-TR compared to HF-Sed group despite a
- 42% lower glycogen
breakdown in the former could be attributed to an increase in glucagon-induced
gluconeogenic activity with training.
As expected, HF compared to SD fed rats depicted higher levels of lipid
deposition in liver and in adipocytes (retroperitoneal). There was, however, no effect
of dietary or training manipulations on any of the rneasured plasma lipid variables(glycerol, free fatty acids, and triglycerides). This indicates that differences in
plasma lipid response during the glucagon infusion can not explain the observed
reduction in hepatic glucose output in HF fed rats. As previously reported (13, 20,
30), a triglyceride iowering effect was observed while plasma glycerol and, to alesser extent, FFA levels increased during the glucagon infusion in ail groups. The
known stimulatory effect of glucagon on lipolysis would explain the increased
plasma leveÏs of gÏycerol and FfA observed in the present study (8). On the other
hand, the lowering effect of glucagon on plasma trigÏyceride levels remains unclear.
It has been postuÏated that at high concentrations, glucagon might interfere with the
synthesis of apolipoproteins, thus impairing the hepatic release of triglycerides as
very low density lipoproteins (10).
Besides changes in plasma Ïipids, there are other metabolic modificationsinduced by the glucagon infusion that may explain the changes in HGP observed in
the present study. The condition of hyperglucagonemia is an approach similar to the
hyperinsulinemic clamp used to assess insulin sensitivity. In the present study, we
used the same hypergiucagonemic infusion that we recently used to show an
increased sensitivity of the liver to glucagon following exercise (5). There were no
differences in glucagon concentrations between Hf-Sed and SD-Sed groups over the
60 min period of infusion, thus eliminating the possibility that the reported decrease
in hepatic glucose production in the HF-Sed compared to the SD-$ed animais may
be due to lower levels of plasma glucagon. Hepatic glucose production values
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measured in the resting state were in the same range as those generaÏly reported in
SD fed rats (5-15 mg/kg/min). Peak values following giucagon infusion in the SD
fed rats were also within the same range (30-35 rng/kg/min) as those reported by
Bonjom et al.(5). It is intriguing, however, ta observe the kinetic variations in
hepatic glucose production curves over tirne during the course of the glucagon
infusion. The transitory aspect of these variations, especially in the Hf-Sed group,
makes that they can hardly be attributed to a lack of liver glycogen or to an
evanescent effect of glucagon. Although these variations are difficuit ta expiain, it is
important to mention that the reduction in hepatic glucose production in HF-Sed
cornpared ta SD-Sed animais was observed whether values were rneasured aller 25,
40, or 60 min of glucagon infusion.
It is also possible that the giucagon-induced reactive hyperinsulinemia might
have interfered differently among groups with the effects of glucagon.
Hyperinsulinemia was similar in ail groups with the exception ofhigher levels in the
SD-Sed group (fig.3C). Since insulin is known to inhibit hepatic glucose output, the
higher hyperinsulinemia in the HF-Sed group can not explain the higher level of
HGP found in this group. In vivo and in vitro studies have indicated that the effects
of insulin in liver may 5e oven-idden by high doses of glucagon (4,22), as was the
case in the present study. Simiiarly ta insulin, the levels of glucagon-induced
hyperglycernia, also known ta inhibit HGP, were higher in groups showing the
highest hepatic glucose output (SD-$ed and HF-TR vs HF-Sed). It is also uniikely
that relativeiy srnall differences in hyperglycemia ( 300 mg/dl), as oppose ta basal
values, play an important raie in inhibiting HGP ta a different extent. One
explanation for the loss of inhibitory effect of plasma glucose on hepatic glucose
production in type 2 diabetes and in cirrhotic patients may be that the high levels of
circulating glucagon override the basic contrai of hepatic glucose production (14,
32). It is our view that hyperinsulinemia and hyperglycemia being the consequence
of hyperglucagonemia-induced hepatic glucose output did not interfere significaritly
with the action of supraphysiological glucagon and consequently did not need ta 5e
clamped at supraphysioiogical values. Finally, one couid argue that the interpretation
of the present data is limited ta the situation of hyperglucagonemia. Although there
is a possibility that the observed effects may have been different with a more
physiological infusion of glucagon, hypergiucagonemia, simiiarly ta an
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hyperinsulinemic-euglycemic clamp, eliminates the possibility that the action of the
hormone is limited by its secretion or by its plasma concentration. Altogether, it
appears that the present hypergiucagonemic infusion was an appropriate approach to
demonstrate that livers from HF fed rats are glucagon resistant.
In summary, resuits of the present study indicate that a HF diet-induced
hepatic steatosis resuits in a reduction in HGP during a hypergiucagonernic infusion
and that endurance training partially reverses the glucagon resistant state. Based on
the strong negative association between hepatic triglyceride content and glucagon
stimulated hepatic glucose output, it is suggested that liver lipid infiltration may
interfere with the action of glucagon, thus inducing glucagon resistance in liver.
Wbether the accumulation of cytosolic triglycerides in liver interfere with the action
of glucagon through the accumulation of cytosolic long-chain fatty acid-CoA,
diacylglycerol, or ceramides, as it has been postulated for hepatic insulin resistance
(18), remains to be determined.
ACKONOWLEDGMENTS
Results of this study were published as an abstract form in The Faseb Journal 2003; 17(5):A860 (570.1). K. Couturier is with Equipe Mixte 1NSERIvI 221, Laboratoire deBioénergétique Fondamentale et Appliquée. Université Joseph Fournier, Grenoble, France.We thank S. Sokoloff for assistance in the hepatic glucose production analyses. This work
was supported by grants from Natural Sciences and Engineering Research Council ofCanada (N$ERC) and Fonds pour la Formation des Chercheurs et l’Aide à la Recherche(FCAR; Gouvernement du Québec).
90
REFERENCE$
1. Allsop JR, Wolfe RR, Burke IF. The reliability of rates of glucose appearance in
vivo calculated from constant tracer infusion. Biochem J 197$; 172 :407-416, 197$.
2. Angulo P. Nonalcoholic fatty liver disease. N Engi J Med 346: 1221-123 1
3. Bethena $J, Voyles NR, Smith S, Recant L. Decreased glucagon receptors in
diabetic rat hepatocytes. J Clin Invest 197$; 61: 1488-1497
4. Bomboy JD, Lewis 53, $inclair-Smith BC, Lacy WW, Liljenquist JE. hisulin
glucagon interaction in controlling splanchnic glucose production in normal man. JClin Endocrinol Metab 1977; 44 : 474-480
5. Bonjom VM, Latour MG, Bélanger P, Lavoie JM. Influence of prior exercise
and liver glycogen content on the sensitivity ofthe liver to glucagon. J Appi Physiol
2002; 92: 188-1994
6. Bugianesi E, Kaihan S, Burkett E, Marchesini G, McCullough A. Quantification
of gluconeogenesis in cinhosis: response to glucagon. Gastroenterology 199$; 115:1530-1540
7. Burt AD, Mutton A, Day CP. Diagnosis and interpretation of steatosis and
steatohepatitis. Semin Diagn Pathol 1998; 15: 246-258
8. Canson MG, Snead WL, CampbeÏl PJ. Regulation of free fatty acid metabolismby glucagon. J Clin EndocrinolMetab 1993; 77: 11-15
9. Daemen MJAP, Vervoot-Peters HIM, Thijssen HHW. Apparent dosedependency of the hepatic (S)-acenocoumarol clearance in the rat: a study using
open liver biopsies. J Pharm Sci 1986; 75: 23 8-240
10. De Oya M, Prigge WF, Swenson DE, Grande F. Role of glucagon on fatty liverproduction in birds. Am J Physiol 1971; 22: 25-30
11. Drouin R, Lavoie C, Bourque J, Ducros F, Poisson D, Chiasson IL. Increasedhepatic glucose production response to glucagon in trained subjects. Am J PhysiolEndocrinol Metab 1998; 274: E23-E28
12. Gauthier M-S, Couturier K, Latour, J-G, Lavoie 1M. Concurrent exerciseprevents high-fat diet induced macrovesicular hepatic steatosis. 2003; 1 AppI.Physiol 94: 2127-2134
13. Gerich JE, Lorenzi M, Bier DM, Tsalikian E, Scimeider V, Karam 1H, Forsham
PH. Effects of physiological levels of glucagon and growth hormone on human
91
carbohydrate and lipid metabolisrn. Studies involving administration of exogenous
hormone during suppression of endogenous hormone secretion with somatostatin. J
Clin Tnvest 1976; 57: $75-$84
14. Hamberg 0, Vilstmp H. Effects of glucose on hepatic conversion of
aminonitrogen in patients with cirrhosis: relationship to glucagon. Hepatology
1994; 19: 45-54
15. Houslay MD, Gawier DI, Milligan G, Wilson A. Multiple defects occur in the
guanine nucleotide regulatory protein system in liver plasma membranes of obese(falfa) but not lean (FAIFA) Zucker rats: loss of fiinctional Gi and abnonnal Gs
function. Celi signal 1989; 1: 9-22
16. Iglesias MA, Ye J-M, Frangioudakis G, Saha AK, Tomas E, Rudemian NB,
Cooney GJ, Kraegen EW. AICAR administration causes an apparent enhancement
of muscle and liver insulin action in insulin-resistant high-fat-fed rats. Diabetes
2002; 51: 2886-2894
17. Kjaer M, Kiens B, Hargreaves M, Richter EA. Influence of active muscle mass
on glucose homeostasis during exercise in humans. J Appi Physiol 1991; 71: 552-
557
18. Lam TKT, Carpentier A, Lewis Gf, van de Werve G, George Fantus I, Giacca
A. Mechanisms ofthe ftee fatty acid-induced increase in hepatic glucose production.Ai-n J Physiol Endocrinol Metab 2003; 284: E863-E873
19. Légaré A, Drouin R, Milot M, Massicotte D, Péronnet F, Massicotte G, Lavoie
C. Increased density of glucagon receptors in liver from endurance trained rats. Am
J Physiol Endocrinol Metab 2001; 280: E193-E196
20. Liljenquist JE, Bomboy JD, Lewis SB, $inclair-Smith BC, feits PW, Lacy WW,Crofford 03, Liddle GW. Effects of glucagon on lipolysis and ketogenesis in
normal and diabetic men. J Clin Invest 1974; 53: 190-197
21. Lo S, Russeli JC, Taylor AW. Determination of glycogen in small tissue
samples. J Appi Physiol 1970; 28: 234-236
22. Mackrell DJ, Sokal JE. Antagonism between the effects of insulin and glucagon
on the isolated liver. Diabetes 1969; 18: 724-732
23. Murawski U, Kriesten K, Egge H. Age related changes of lipid fractions and
total fatty acids in liver lipids and heart lipids of female and male rats aged 37-1200
days (liver) and 331-1200 days (heart). Comp Biochem Physiol B 1990; 96:27 1-289
92
24. Petrides AS, Defronzo RA. Failure of glucagon to stimulate glycogenolysis in
well-nourished patients with mild cirrhosis. Metabolism 1994; 43: 85-89
25. Podolin DA, Wills BK, Wood 10, Lopez M, Mazzeo RS, Roth, DA. Attenuation
of age-related declines in glucagon-mediated signal transduction in rat liver by
exercise training. Ami Physiol EndocrinolMetab 2001; 281: E516-E523
26. Radziuk J, Norwich KH, Vranic M. Experimental validation of measurernents of
glucose turnover in nonsteady-state. Am J Physiol Endocrinol Metab Gastrointest
Physiol 1978; 234: E84-E92
27. Rao RH. Adaptations in glucose horneostasis during chronic nutritional
deprivation in rats: hepatic resistance to both insulin and glucagon. Metabolism
1995; 44: 817-824
28. Saltiel AR, Kahn CR. Insulin signalling and the regulation of glucose and lipid
metabolism. Nature 2001; 414: 799-806
29. Seppala-Lindroos A, Vehkavaara S, Hakkinen AM, Goto T, Westerbacka J,
Sovijarvi A, Halavaara J, Yki-Jarvinen H. Fat accumulation in the liver is associated
with defects in insulin suppression of glucose production and sernm free fatty acids
independent of obesity in normal men. J Clin Endocrinol Metab 2002; 87: 3 023-
3028
30. Schneider SH, Fineberg SE, and Blackburn GL. The acute metabolic effects of
glucagon and its interaction with insulin in forearm tissue. Diabetologia 1981; 20:
616-621
31. Steele R. Influences of glucose loading and of injected insulin on hepatic glucose
output. Ann NY Acad Sci 1959; 82: 420-430
32. Tofi I., Gerich JE, Jenssen T. Autoregulation of endogeneous glucose production
during hypergiucagonemia. Metabolism 2002; 51: 1128-1134
93
LEGENDS
Fig. 1. Plasma triglyceride concentrations and total area under the plasma
triglyceride concentration curves (A) in response to the glucagon infusion and liver
triglyceride concentrations (B) measured at the end of the experiment in rats
subjected to different dietary and training manipulations. Values are means ± SE
with n = $
— 10 rats/group. HF-SED: high fat diet-sedentary; HF-TR: high fat diet
trained; SD-SED: standard diet-sedentary; SD-TR: standard diet-trained. &
Significantly different from pre-infusion condition in ail groups, F < 0.01.
*$ignificantly different between indicated groups, F < 0.05; ** F < 0.01.
Fig. 2. Plasma glycerol and free fatty acid concentrations and total area underglycerol (A) and free fatty acid (B) concentration curves in response to the glucagoninfusion in rats subjected to different dietary and training manipulations. Values are
means ± SE with n = $ — 10 rats/group. HF-SEd: high fat diet-sedentary; HF-TR:high fat diet-trained; SD-SED: standard diet-sedentary; SD-TR: standard diet
trained. & Significantly different from pre-infttsion condition in ail groups, P < 0.01.
Fig. 3. Liver glycogen concentrations (A) before (full bars) and alter (hatched bars)
the infusion of glucagon and liver glycogen breakdown (B) in response to theinfusion of glucagon in rats subjected to different dietary and training manipuiations.Values are means ± SE with n = 8
— 10 rats/group. HF-SED: high fat diet-sedentary;
Hf-TR: high fat diet-trained; SD-SED: standard diet-sedentary; SD-TR: standarddiettrained.* Significantly different between indicated groups, F < 0.05; ** p <
0.01.
Fig.4. Plasma glucose (A), giucagon (B) and insulin (C) concentrations and total
area under the respective concentration curves in response to the glucagon infusion
in rats subjected to different dietary and training manipulations. Values are means ±
SE with n 8
— 10 rats/group. HF-SED: high fat diet-sedentary; RF-TR: high fatdiet-trained; SD-SED: standard diet-sedentary; SD-TR: standard diet-trained. &
94
Significantly different ftorn pre-infusion condition in ail groups, P < 0.01.
*Significantly different between indicated groups, P < 0.05; ** P < 0.01.
Fig.5. Glucose production (A) and total area under the glucose production rate
curves (minutes 0-60, -10 to 0, 0-25 and 0-40; 3, C, D and E, respectively) in
response to the glucagon infusion in rats subjected to different dietary and training
manipulations. Values are means ± SE with n = $ — 10 rats/group. Hf-SED: high fat
diet-sedentary; HF-TR: high fat diet-trained; SD-SED: standard diet-sedentary; SD
TR: standard diet-trained. * Significantly different between indicated groups, P <
0.05.
Fig. 6. Relationship between total area under the glucose production curve (Ra; O
-60 mm) and liver triglyceride concentrations (n 35, P < 0.001) for ail rats in aildietary and training conditions.
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Table 1. Body weight (3W) measured at week 0, 4 and 8 of the experirnental period
and weight of fat pads rneasured at the end of the experirnent.
HF-Sed Hf-TR SD-Sed SD-TR
Initial Weight (g) 234 ± 4.4 235 ± 3.9 238 ± 4.2 242 ± 8.2
Weight at Week 4 (g) 280 ± 6.4 274 ± 7.0 282 ± 7.8 271 ± 8.0
WeightatWeek8(g) 317±15.0 312±11.0 326±11.9 315±8.9
Retroperitoneal Fat Pad
(g/l0OgBW) 2.3±0.3 a,b 1.8±0.2 1702b 1.4±0.1
Mesenteric fat Pad
(g/lOOg BW) 2,4 + 0.4 b 2.0 ± 0.2 2.2 ± 0.3 b 1.9 ± 0.2
Values are reported as means ± SE (n = 8
— 10 rats!group). HF-Sed: high fat diet
sedentary; RF-TR: high fat diet-trained; SD-Sed: standard diet-sedentary; SD-TR:
standard diet-trained. aS..fl different from standard-fed counterpart (P <
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La présente étude a pour objectif de vérifier les hypothèses qu’une infiltration de
lipides hépatiques induite par une diète riche en lipides 1) diminue la densité (Bmax)
et l’affinité (Kd) des récepteurs au glucagon (RG) tout en 2) diminuant et
augmentant le contenu respectif en protéines G stimulantes (GsŒ) et inhibitrices
(GiŒ2) des membranes plasmiques des hépatocytes et 3) qu’un effort physique de 30
minutes suite à deux semaines d’une diète riche en lipides, rétablirait les paramètres
relatifs aux RG et aux protéines G à des niveaux similaires que les groupes nourris
avec une diète standard. Pour une durée de deux semaines, deux groupes de rates
Sprague-Dawley sont nourris avec une diète standard ($D) tandis que deux autres
groupes sont nourris avec une diète riche en lipides (HF; 42% kcal). Dans les deux
traitements alimentaires, un groupe de rat reste sédentaire pour la durée de
l’expérience (Rest) tandis qu’un second groupe est soumis à une seule séance
d’exercice en endurance sur tapis roulant d’une durée de trente minutes (26 mlinin,
0% d’inclinaison) immédiatement avant le sacrifice (Ac-Ex). En comparaison avec
la diète SD, la diète RF entraîne 1) une plus grande concentration de triglycérides
hépatiques (123%), d’adiposités et d’acides gras libres circulants (P < 0.05). De
plus, la diète HF diminue significativement la densité des RG (45%) et le contenu
en protéines G5Œ (75%) tout en augmentant le contenu en protéines Gi2 (27%).
Aucun effet sur l’affinité des RG (Kd) est observé pour l’ensemble des groupes
expérimentaux. Lorsque les concentrations individuelles de triglycérides hépatiques
sont comparées aux valeurs de Bmax, une relation causale significative est observée
entre l’augmentation de lipides hépatiques et la diminution de la densité des RG (R
-0,5 12, P < 0.003). Une séance d’exercice en endurance de 30 minutes permet
d’augmenter (P < 0.05) les concentrations plasmatiques d’acides gras libres et de
glucagon en plus de diminuer (P < 0.05) celles de l’insuline dans les groupes nourris
à une diète standard. À l’exception d’une diminution du contenu protéique en Gi2
dand le groupe HF, aucune modification dans les paramètres reliés aux récepteurs
membranaires hépatiques au glucagon et au contenu membranaire hépatique en
protéines G est observée suite à un exercice en endurance de 30 minutes. La présente
étude montre que l’ingestion d’une diète HF pour une durée de deux semaines
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entraîne une diminution dans le nombre de récepteurs membranaires hépatiques au
glucagon et dans le contenu en protéines Gsft. Nous croyons que l’infiltration de
lipides au niveau hépatique interfère avec l’action du glucagon sur le foie en
diminuant le nombre de RG et les protéines impliquées dans le système de
signalisation intracellulaire du glucagon.
Mots-clés: Infiltration hépatique de lipides; densité et affinité du récepteur au
glucagon; diète riche en lipides; foie, depots adipeux
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$UMMARY
The present study was undertaken to test the hypothesis that a high-fat diet
induced liver lipid infiltration is associated with a reduction of hepatic glucagon
receptor density (Brnax) and affinity (Kd) and with a decrease in stimulatory G
protein (GsŒ) content while enhancing inhibitoiy G-protein (GiŒ2) expression. We
aiso hypothesized that, under this dietary condition, a single bout of endurance
exercise would restore hepatic glucagon receptor parameters and G protein
expression to standard levels. Female Sprague-Dawley rats were either fed a
standard (SD) or a high-fat diet (HF; 40% kcal) for two weeks (n = 20 rats/group).
Each dietary group was, thereafter, subdivided into a non-exercised (Rest) and an
acute exercised group (Ac-Ex). The acute exercise consisted of a single bout of
endurance exercise on a treadmiil (30 mm, 26 mlmin, 0% slope) immediately before
sacrifice. The HF compared to the $D diet was associated with significantly (F <
0.05) higher values in hepatic triglyceride concentrations (123%), fat pad weight,
and plasma FFA concentrations. The high-fat diet also resulted in significantly (F <
0.05) lower hepatic glucagon receptor density (45 ¾) and GsŒ protein content (75%)
as well as higher (P <0.05) Gi2 protein content (27%) with no significant effects
on glucagon receptor affinity. Comparisons of ail individual liver triglyceride and
Brnax values reveaied that liver triglycerides were highly (F < 0.003) predictive of
the decreased glucagon receptor density (R = - 0.5 12). Although the 30-min exercise
bout resulted in some typical exercise effects (F < 0.05) such as an increase in FFA(SD diet), a decrease in insulin levels, and an increase in plasma glucagon
concentrations (SD diet), it did flot change any of the responses reÏated to liver
glucagon receptors and G proteins with the exception of a signïficant (F < 0.05)
decrease in GiŒ2 protein content under the HF diet. The present resuits indicate that
the feeding of a high-fat diet is associated with a reduction in plasma membrane
hepatic glucagon receptor density and Gs protein content, which are not attenuated
by a 30-min exercise bout. It is suggested that liver lipid infiltration plays a role in
reducing glucagon action in the liver tbrough a reduction in glucagon receptor
density and giucagon-mediated signal transduction.
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It is well established that glucagon exerts a strong action on hepatocytes toincrease liver glucose production (18). A state of hepatic glucagon resistance hasbeen observed in association with several physiopathologies including liver
ciirhosis, diabetes, and malnutrition (19, 20, 30, 35). Several factors have beenidentified to explain a decrease in hepatic glucagon sensitivity under these
circumstances. Glucagon homologous desensitization, which is defined as a loss of
sensitivity of the glucagon receptor by glucagon itself, is one of the plausibleexplanations. Jndeed, under glucagon stimulation, a reduction of liver glucagon
receptor density in diabetic rats has been shown in past studies (3, 9). There is alsoin vivo and in vitro evidence of an alteration in the expression of liver glucagon
receptor rnRNA by glucose, cAMP, and oxygen (1, 5, 21, 34, 38). Notwithstandingthese mechanisms, it is interesting to note that several of the physiopathologicai
conditions associated with a state of hepatic glucagon resistance are also associatedwith an increase in liver lipid infiltration. In a recent study (7), we observed areduction in hepatic glucose production in response to glucagon infusion in high-fatdiet-induced hepato-steatotic rats. It was suggested that an increase in livertriacylglycerols could interfere with normal hepatic glucagon action. Thus, the firstpurpose of the present study was to extent these observations by testing thehypothesis that a high-fat diet-induced hepatic steatosis is associated with changes inglucagon receptor density and affinity.
There is reported evidence of disproportionately larger decrease in c responsecornpared to the decrease in hepatic glucagon binding with diabetichypergiucagonemia (3). This suggests problems may exist in the transfer ofmembrane receptor signais to the enzyme (33). Obesity and diabetes have beenshown to decrease the two main G proteins of the liver membrane (stimulatory
(GSŒ) and inhibitory (GiŒ2); 2, 6). In addition, Podolin et al. (32) reported that the
age-related dedline in glucagon signaling capacity and responsiveness may beattributed, in part, to a reduction in the G/G ratio. These situations may again be
associated with an increase in liver lipid infiltration. Whether an increased liver lipid
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infiltration may be associated with an alteration in the G protein content in the liver
is unknown. Therefore, the second aim of this study was to test the hypothesis that,
in addition to a reduction in glucagon receptor density, liver lipid infiltration is also
associated with a reduction in hepatic G protein content.
Converseiy to several pathophysiological situations (3, 9, 19, 20, 30, 35),
chronic and acute physical exercise have been associated with an increased glucagon
action in liver. Drouin et al. (10, 11) reported that under glucagon stimulation,
trained individuals and animais depicted higher hepatic glucose production than
sedentary counterparts. SimiÏarly, Légaré et al. (25) and Podolin et al. (32)
demonstrated that endurance training increases hepatic glucagon receptor density
and the G/G ratio in rat. There is also evidence that not only chronic but also acute
exercise (60 mm) may enhance hepatic glucose production in response to glucagon
(28). Whether hepatic glucagon receptor density and G protein content are also
increased by an acute bout of exercise is unknown. Therefore, the present study was
also designed to test the hypothesis that an adute bout of exercise restores hepatic
glucagon receptor density and G protein content under condition of high-fat diet
induced hepatic lipid infiltration.
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MATERIALS AND METHODS
Animal care and exercise protocot. Female Sprague-Dawley rats (Charles River,
St. Constant, Canada), weighing 180-200 g, were housed individually and aiiowed
food (standard diet or high-fat diet) and water ad libitum for 2 weeks afler they were
received in our laboratory. The lighting schedule was such that lights were on from
0700 until 1900, and room temperature was maintained at 20-23°C. $even days afler
their arrivai, rats assigned to acuteiy exercised groups underwent a habituation
ruiming protocol on a motor-driven rodent treadmili (Quinton Instruments, Seattie.
WA) consisting of three sessions over a 7-day period beginning with 15 minlday at
20 nilrnin and progressively increased to 30 minlday at 26 nirnin (0% grade), so that
they were weii accustomed to running and being handled. The last habituation
session was heid 2 days before the experiment for ail rats. Ail exercised animais
were restrained from exercise 48h before the experimentation.
Groups and surgely. After their arrivai, rats were randomiy assigned to one of the
four experimental groups. One group of rats was fed with standard (SD) peliet rat
chow (12.5% iipids, 62.3% carbohydrate, and 24.3 % protein; kcal; Agribrands
Purina Canada, Woodstock, Ontario). A second group was fed with high-fat (HF)
smail peiiets rat chow (42% iipids: 80% lard, 20% com ou; 36% carbohydrate, and
22% protein (kcai); ICN Pharmaceuticais, NY, USA). The duration of the diet (2
wk) was based on previous time course studies (13) in which we observed that
hepatic triglyceride content was highest two weeks after the undertaking of a high
fat diet. Detaiis of the diets are described eisewhere (14). One-haif of the animais in
each dietary condition were exercised (Ac-Ex) prior to the experimentation (30 min
at 26 mlmin, 0% grade), whereas the other haif remained inactive (Rest). Hence the
four experimentai groups consisted of SD-fed rats with no exercise (SD/Rest) or
acute exercise (SD/Ac-Ex), and HF-fed rats with no exercise (HF/Rest) or acute
exercise (ITF/Ac-Ex), with n = 10 rats/group. On the moming ofthe experiment, any
remaining food was removed from the cages 2-3h before sacrifice. Rats were
weighed and anesthetized with pentobarbital (40 mglkg ip). Afler compiete
anaesthesia the abdominal cavity was rapidly opened foliowing the median line of
the abdomen. Biood was rapidiy (< 45 s) drawn from the abdominal vena cava (—4
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mi) into a syringe pre-treated with EDTA (15%). The fraction ofblood (250 ul) to be
used for glucagon determination was preserved in aprotinin (25 ul) before
centrifugation. The remaining fraction of biood was also centrifuged (Eppendorf
centrifuge, no. 5415), and the plasma was stored for subsequent plasma glucose,
insulin, triglyceride, and free fatty acid determinations. The liver as weil as the
mesenteric, urogenital, and retroperitoneal fat deposits were excised and weighed in
that order. The liver median lobe was fteeze-ciamped and used for glycogen and
triacylglycerol determinations, whule 4 g of ftesh liver was taken for membrane
isolation. Mesenteric fat pad consisted of adipose tissue surrounding the gastro
intestinal tract from the gastro-oesophageal sphincter to the end of the rectum with
special care taken in distinguishing and removing pancreatic celis. Urogenital fat pad
included adipose tissue surrounding the kidneys, ureters, and bladder as well as
ovaries, oviducts and uterus. Retroperitoneal fat pad was taken as that distinct
deposit behind each kidney along the lumbar muscles. Ail plasma and tissue samples
were stored at —78 °C until analyses.
Materials and isolation of plasma membranes. Sucrose (ultra-pure) was obtained
from Scwarz/Mann Div. Becton, Dickson and Co (Orangeburg, NY); p-nitrophenyÏ
thymidine mono-phosphate, cytochrome e, glucose-6-phosphate (Na sait), aikaline
phosphatase substrate, p-nitrophenyl--N-acetyi glucosarninide, agarose, and Tris
base from Sigma Chemicai Co. (St.-Louis, MO); protein reagent from Bio-Rad
Laboratories (Richmond, CA); 5’-adenosine monophosphate (5’AMP), NADPH,
NADH, and ferritin (A grade) from Calbiochem-Bebring Corp. (American Hoescht
Corp., San Diego, CA); N.N-dimethyl-1, 3-propane diamine from Eastman Organic
Chemicals Div., Eastman Kodak CO (Rochester, NY): glutaraldehyde and osmium
tetroxide (0s04) from Electron Microscopy Sciences (Fort Washington, PA); and 1-
ethyl-3 (3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) from Ott
Chemical CO (Muskegan, MI). Ail other chemicals were reagent grade. All sucrose
solutions were prepared 24-48 h before use and their densities determined at room
temperature with an Abbé refractometer. The sucrose solutions were filtered (0.22
um for 0.25 M and 1.2 um for 1.42 and 2.0 M solutions), the pH and density
determined, and stored at 4°C.
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Liver samples (1.8 -2 g) were weighed, added to 10 volumes of 0.25 M
sucrose in a 15 ml glass disposable culture tube (0.25 M sucrose/5 mM Tris HC1, pH
7.2 — 7.6/0.5 and 1.0 mM MgC12) and homogenized with a Polytron (Polyscience,
model X-520) at 1000-1100 rpm. The solution was centrifuged (25—30 ml per 50 ml
plastic tube) at 280 g or 1,800 rpm for 5 min (Beckrnan GPR centrifuge). The
supernatant was saved and the pellet was resuspended in 0.25 M STM to one-haif
the initial homogenate volume. The suspension was again centrifuged as above. The
first and second supernatants were combined and centrifuged at 1,500 g or 2,600
rpm for 10 min. The resulting pellets were pooled and resuspended in 1—2 ml of 0.25
M sucrose per g of liver (initial wet weight). Sucrose (2 mlvi) was added to obtain a
density of 1.18 g/cm3 (1.42 M, n = 1,401) and sufficient sucrose was added to bring
the volume to approximately twice that ofthe original homogenate (i.e. 10% w/vol).
Aliquots (35 ml) of the sample were added to cellulose nitrate tubes and overlaid
with 2-4 ml of 0.25 M sucrose. Afier centrifugation for 60 min at 82,000 g (25,000
rpm) in a Beckman ultracentrifuge (model L5-50), the pellicle at the interface was
collected with a blunt-tipped Pasteur pipette and resuspended in 0.25 M sucrose to
obtain a density of 1.05 g/cm3. This suspension was centrifiiged at 1500 g for 10 min
and the final pellet was resuspended in hepes 50 niI\4 and stored at -78°C for ftwther
analysis.
Binding assay. The receptor binding assay used is based on the technique described
by Frandsen et al (12) as modified by Légaré et al (25). Purified membranes (10 ug
proteins/150 ul), in triplicate, were incubated with 1251-labeled glucagon (NEN Life
Science Products, Boston, MA) at concentrations ranging from 0.15 to 3.00 nM in
hepes buffer (50 mM, pH 7.6) containing 1% human semm albumin (HAS; Sigma
Aldrich). Incubations were canied out at 30°C for 30 min in a total volume of 150
ul. Aliquots of 100 ul were added to microfuge tubes containing 200 ul of cold (4°C)
2.5% HAS in hepes buffer (50 mM, pH 7.6). Free and membrane bound ‘25p
glucagon were separated by centrifugation at 10,000 g for 5 mm, and the supernatant
was discarded. The membrane pellet was washed once with 200 ul of cold hepes
buffer containing 2.5% HAS, and the membrane-bound radioactivity was
determined with the use of a gamma counter (Wallac 1470 Wizard, WellesÏey, MA).
The non-specific binding was measured in presence of 3x106 M glucagon (Sigma-
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Aidrich). Based on preliminary experiments, an incubation time of 30 min with
membrane protein concentration of 10 ug/1 50 ul was selected to ensure saturation
kinetic sensitivity. The maximal density (Bmax) and the apparent affinity (Kd) of
glucagon receptors were obtained through rectangular hyperbolic regression of the
specific binding curve (GraphPad Software, San Diego, CA).
Freparation for SD$-FAGE immunoblotting. Liver homogenates were vortexed
frequently for 1 h at 4°C then centrifuged at 4500 g for 1h at 4°C. The protein
concentration of the supematant was measured using a Bradford protein assay (Bio
Rad). Liver lysates containing 100 jig of proteins were prepared for SDS-PAGE by
dilutions with reducing sample buffer (laemli) followed by a 2-min immersion in
near-boiling water.
Quantzfication of Gsa and G1a2 by immunoblotting. Assessment of the stimulatory
and inhibitory Œ-subunits of the hepatic G-proteins (GsŒ and GiŒ2) was conducted
using standard SDS-PAGE and immunoblotting techniques, as previously described
(17). Briefty, ail samples were electrophoresed, transferred to nitrocellulose
membranes, incubated with purified polyclonal rabbit anti-sera primary antibodies
(Calbiochem, La bila, CA), and then identified using rabbit anti-goat IgG
conjugated te horseradish peroxidase (no. 305-065-003; Jackson laboratery). Te
quantify hepatic GsŒ and to ensure equal lane leading, purified fusion proteins were
censtmcted as previously described (32) and both protein standards and sample
bands at 48 and 45 kDa were quantified (twe distinct iseforms confirmed by
Calbiechem). Similar procedures were performed on the 39 kDa band for assessment
of GiŒ2. Ail gels were poured se that samples frem each of the experimental groups
were aiways electrephoresed on the same gels te ensure standardized Western
blotting analysis. G proteins were visualized with chemilurninescent solutions A and
B (Amersham, Alameda, CA). Image capture analysis was performed on the fusion
proteins te quantify G protein content of ail membrane samples.
Analytical Methods. Plasma glucose concentrations were deterniined by using a
glucose analyser (Yellow Springs Tntruments 2300, Yellow Springs, OH). Insulin
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and glucagon concentrations were detennined by commercially available
radioirnmunoassay kits (Radioassay System Laboratory, ICN Biomedicals, Costa
Mesa, CA; distributed by linmunocorp, Montréal, Québec, Canada). Plasma and
liver triglycerides concentrations were determined by quantitative enzymatic method
(Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). FfA concentrations were determined by
enzymatic colorimetric assay (Roche Diagnostics, Lavai, Québec, Canada). Liver
glycogen concentrations were determined by using the phenolsulfuric acid reaction
(27).
Statistical anatysis. Ail data are reported as means ± SE. Statistical comparisons
were performed by using a two-way ANOVA for non-repeated measures design.
Newman Keuls post hoc test was used in the event of a significant (P <0.05) f ratio.
Relationship between liver triglyceride concentration and glucagon receptor density
(Bmax) was evaluated by linear regression analysis.
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RESULTS
There was no difference in body weight between groups at any measured
points in time during the 2-wk experimental period (Table 1). Nevertheless, the
feeding of the high-fat diet resuited in a significantly higher relative weight of
mesenteric, retroperitoneal and urogenital fat deposits (P < 0.05). Acute exercise
was associated with a significantly (P < 0.05) lower weight of all fat pads in the
high-fat fed group (Table 1). No differences were observed in relative liver weight
between the high-fat and standard fed groups. Nonetheless, acute exercise resulted in
a significantly (P < 0.05) lower liver weight in both standard and high-fat dietary
conditions (Table 1).
No differences in plasma glucose concentration were observed between ail
groups (Fig. 1). Plasma insulin concentration did not change following the dietary
manipulations either in the sedentary or in the acute exercise state (Fig.1).
Nevertheless, exercise resulted in a significantly (F < 0.05) lower plasma insulin
concentrations in both $D and Hf fed groups. Dietary manipulations did not
significantly (F > 0.05) alter plasma glucagon concentration (Fig. 1). However,
exercise resulted in a significant (F < 0.05) increase in plasma glucagon
concentration in the $D fed group.
As expected, hepatic triglyceride concentrations were significantly (F < 0.0 1)
higher with the feeding ofthe high-fat diet (Fig.2). Liver triglyceride levels were not
affected by the acute exercise in both dietary protocols. Despite a lack of statistical
significance, hepatic glycogen concentrations were slightly lower in the high-fat
compared to the standard fed rats in both sedentary and exercised groups (Fig. 2).
There was also a tendency to lower glycogen levels after the acute exercise in both
dietary conditions. Similarly to hepatic triglycerides, plasma free fatty acid
concentrations were significantly (F < 0.05) higher in the HF compared to SD fed
group in the resting state (Fig.2; F < 0.05). Exercise resulted in a significant (F <
0.05) increase in plasma ftee fafty acid concentrations in the SD fed group only. The
high-fat diet did not affect plasma triglyceride concentrations in the resting state.
However, a single bout of endurance exercise resulted in significantly higher plasma
triglyceride concentrations in the HF fed rats (Fig. 2; P < 0.05). This resulted in
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higher (P < 0.05) plasma triglyceride concentrations in the HF/Ac-Ex group
compared to its standard-fed counterpart.
In agreement with our hypotheses, glucagon receptor density (Brnax) was
significantly (P < 0.01) reduced with the feeding of a high fat diet (Fig. 3). An
45% decrease in Bmax was observed in both HF fed groups. Acute exercise,
however, did flot have any sigriificant (P> 0.05) effect on glucagon receptor density.
No differences in glucagon receptor affinity (Kd) were observed between any of the
groups (Fig. 3). Hepatic GsŒ content in rats fed the high-fat diet was ‘-75% (P <
0.05) iower than in rats fed the SD diet in both rest and Ac-Ex conditions (Fig. 4).
The acute exercise bout had no effect on liver G5Œ content. There was an 27% (P <
0.05) increase in GiŒ2 content with the feeding of the high-fat diet in the resting
state. The acute exercise bout significantly P < 0.05) reduced GiŒ2 content under
the high-fat diet (Fig. 4). Even though GiŒ2 content was increased in the HF/Rest
group, the GsŒ / GiŒ2 ratio was -80% lower in the HF cornpared to SD fed groups
(Fig. 4). Acute exercise had no effect on the Gs / GiŒ2 ratio.
Fig. 5 shows the association between the level of hepatic triglycerides and
the Bmax for ail rats throughout the experiment. This comparison reveals a negative
relationship between glucagon receptor density and hepatic triglyceride
concentrations (R = - 0.5 12; P < 0.003).
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DISCUSSION
The present 11F diet regimen in rats resulted in a 123% higher fat
accumulation in liver compared to the SD fed animais (fig. 2). Straczkowski et al.
(37) reported a 190% increase in liver triacyÏglycerol content with the feeding of a
59% high-fat diet over a period of 3 weeks. In a recent study from our laboratory
(14), we found a 72% increase in liver lipid infiltration after eight weeks ofthe same
dietary treatment as the one used in the present study. However, in a subsequent
study (13), we reported that the highest accumulation of lipids in liver over a 16-wk
period of high-fat feeding occuned during the first 2 weeks (200% increase). The
duration of the high-fat feeding in the present study was based on this observation
and the resuits show that it was adequate to cause a substantial accretion of fat inside
the liver that is compatible with the development of a state ofhepatic steatosis (14).
In addition to liver lipid infiltration, the present 11F diet resulted in a 3 fold
increase in plasma free fatty acids concentration. Hepatic steatosis is ofien
accompanied with an increase in plasma FFA levels (reviewed in ref. 26). In
previous studies in which hepatic steatosis was induced by high-fat diets, a
substantial increase in plasma FfA was aiways observed (13, 14, 37). It has been
suggested that the increased delivery of fatty acids to the liver could result in a
higher uptake by the liver, since ffA uptake is mostly done in a concentration
dependant manner. Taking together, the increased plasma FFA levels following the
present high-fat diet are consistent with a metabolic situation leading the
development of a state of hepatic steatosis.
The major finding of the present investigation is that a high-fat diet-induced
liver lipid infiltration is associated with a 45% reduction in glucagon receptor
number (Bmax), accompanied by a 75% lower plasma membrane Ïevel of Gs
protein content, and a lower G5Œ/GiŒ2 ratio. In a previous study (7), we suggested
that liver lipid infiltration was associated with a reduction in glucagon action on
hepatic glucose production. The present data extent this observation by being the
first to indicate a reduction in glucagon receptor density and G5Œ/GiŒ2 ratio in an in
vivo high-fat model ofhepatic steatosis in rats.
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There are several factors that may cause a reduction of glucagon receptor
density in the liver. In past studies a decreased number of glucagon receptors has
been associated with changes in glucagon (3, 9), glucose, and insulin concentrations
(1, 5, 34, 38). Since none of these factors were significantly altered by the present
high-fat diet, these regulators can hardly explain the present high-fat diet-induced
reduction in glucagon receptor density. Data from the present study do suggest,
however, that factors related to the HF-diet-induced hepatic steatosis are involved in
the reduction in glucagon receptor number. It is flot clear, however, if the present
HF-diet-induced reduction in glucagon receptor density and in GsŒ protein content is
due to systemic factors (i.e. circulating lipids) or to elevated intrahepatic
triglycerides. In a recent study conducted on isolated livers from Hf fed rats, it was
concluded that hepatic insulin resistance observed in vivo may at least partially result
ftom circulating factors (4). Plasma FFA levels were largely increased by the present
HF diet and may, at least partly, explain the reduction in glucagon receptor density.
On the other hand, Samuel et al. (36) recently used a 3 day high-fat diet mode! to
increase liver triglyceride content (3 folds), without the confounding effects of
peripheral fat accumulation. They provided evidence to support the causal
relationship between hepatic fat accumulation and hepatic insulin resistance. That,
intrahepatic factors (liver triglycerides) regulate glucagon receptor density is
supported by the negative association found between the level of hepatic
triglycerides and the measurement of glucagon receptor density. A similar negative
association was observed in our previous study between glucagon stimulated hepatic
glucose production and hepatic triglyceride concentrations (7). On the other hand,
glucagon receptor sensitivity was not affected by the present high-fat diet. This is in
une with the findings of Légaré et al. (25) who reported an increase in glucagon
receptor density but no difference in the affinity of the glucagon receptors in trained
vs untrained rats. Taken together, the present data indicate that a high-fat diet
induced lipid infiltration in the liver results in a reduction in hepatic plasma
membrane glucagon receptor density and suggest that this may explain the
development ofa state ofhepatic glucagon resistance under these circumstances.
The precise mechanism(s) by which high-fat diet and/or hepatic lipids would
reduce hepatic glucagon receptor density remains to be elucidated. fat-induced
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hepatic insulin resistance has been attributed to impaired insulin-stirnulated RS-1
and R$-2 tyrosine phosphorylation associated with activation of sorne isoforms of
PKC (22, 36). The activation ofPKC by hepatic lipids, in the fonri ofphospholipids,
leads to phosphorylation of G-coupled receptor kinases (8, 31). Activation of G
protein receptor kinase proteins is known to desensitize G protein-coupled receptors
(23, 24). Whether the accumulation of cytosolic triglycerides could lead to higher
phospholipid content in the liver and desensitize the glucagon receptors through
activation of such proteins remains to be deterrnined.
The 75% reduction in G5Œ content following the high-fat diet observed in the
present investigation is consistent with results found in genetically obese animais.
Liver ceil membranes from ob/ob and db/db mice contains significantly (45%) less
aipha-subunit of stimulatory G protein than those from their lean littermates (2, 15).
However, the present high-fat diet-induced increase in GiŒ2 content (27%) lias flot
been found in other studies. Begin-Heick et al. (2) and Gettys et al. (15) obsenred a
significant decrease in Gi2 protein content in db/db and ob/ob plasma liver
membrane. It is possible that the GiŒ2 protein content observed in these studies are
specific to mutated animais (ob/ob and db/db) rather than to a short term HF diet
induced hepatic Ïipid infiltration in normal animais. NevertheÏess, the GsŒ/GiŒ2 ratio
was largely decreased by the present high-fat diet. Podolin et al. (32) reported a
reduced protein expression of G5Œ and G5Œ/GiŒ2 ratio (20%) with aging in rat liver.
Since liver triglycerides have been reported to increase with age (29), it is possible
that the decreased hepatic ratio of GsŒ/GiŒ2 activity observed in these studies were
influenced by the liver lipid content. On the whole, the present decrease in protein
expression of G5Œ and GsŒ/GiŒ2 ratio indicate that the high-fat diet-induced hepatic
steatosis reduced not only glucagon receptor density but also glucagon-mediated
signal transduction.
Rats were submitted to an acute period of exercise in the present study to test
the possibility that such an acute activity may alter the number of plasma membrane
glucagon receptors and G protein content. In previous studies, exercise training was
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shown te increase hepatic glucagon receptors (25). We aise reported that a 60-min
exercise bout Ïargely increased glucagon-induced hepatic glucose production (28).
Surprisingly, however, the 30-min acute bout of aerobic exercise used in the present
study did net produce any noticeable effects on glucagon receptor numbers, neither
did it affect G5Œ protein content and GsŒ/GiŒ2 ratio. It is possible the present 30-
min exercise bout might net have been long enough te stimulate hepatic changes that
facilitate glucagon action. In a recent study, an acute bout of swilnming exercise for
3h in rats resulted in a large increase in receptor numbers and affinity in standard fed
rats (unpublished data). It is net luown, however, if such a long duration exercise
may affect the HF-diet induced reduction in glucagon receptor number. The reduced
Gi protein content afier the present acute exercise in HF fed rats rnight be taken as
an indication that an acute period of exercise may in fact facilitate the action ef
glucagon under this dietary condition.
In summary, resuits of the present study indicate that a HF diet-induced liver
lipid infiltration resuits in a reduction in glucagon receptor numbers, Gs protein
content, and Gs/Gi ratio. Based on the negative association between hepatic
triglyceride content and glucagon receptor density, it is suggested that liver lipid
infiltration plays a role in the decrease in glucagon receptor number in the liver of
FTF fed rats. Considering those data, it would be ofinterest te see if the accumulation
ofhepatic cytosolic triglycerides andior circulating free fatty acids could activate the
intemalization ofthe hepatic glucagon receptors as it has been postulated for hepatic
insulin receptors (16)
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LEGENDS
Fig. 1. Plasma glucose, insulin, and glucagon concentrations in resting (Rest) and
acutely exercised (Ac-Ex) rats after two weeks of a standard (SD) or a high-fat (HF)
diet. Values are means + SE with n = 8-10 rats/group. bSigflificantly different
between rest and Ac-Ex groups, P < 0.05.
Fig. 2. Hepatic triglyceride and glycogen concentrations and plasma free fatty acid
and triglyceride levels in resting (Rest) and acutely exercised (Ac-Ex) rats after two
weeks of a standard (SD) or a high-fat (HF) diet. Values are means + SE with n = 8-
10 rats/group. aaSjifiCffl1y different between the SD and Hf fed groups, P< 0.05;
P< 0.01. bSignificantly different between rest and Ac-Ex groups, P < 0.05.
different between Ac-ex groups, P < 0.05; cep < 0.01.
Fig. 3. Glucagon receptor density (Bmax) and affinity (Kd) in resting (Rest) and
acutely exercised (Ac-Ex) rats after two weeks of a standard (SD) or a higli-fat (HF)
diet. Values are means ± SE with n = 8-10 rats/group. aaSiificantly different
between the SD and 11F fed groups, P< 0.01; different between Ac
Ex groups, P < 0.01.
Fig. 4. Stirnulatory and inhibitory Œ-subunits of the hepatic G-proteins (‘GsŒ and
GiŒ2) and the Gs/Gi2 ratio in resting (Rest) and acutely exercised (Ac-Ex) rats afier
two weeks of a standard (SD) or a high-fat (HF) diet. Values are means + SE with n
= 8-10 rats/group. aSiificantly different between the $D and HF fed groups, P<
0.05; “Significantly different between rest and Ac-Ex groups, P < 0.05.
c$ignificantly different between Ac-Ex groups, P < 0.05.
Fig. 5. Relationship between glucagon receptor density (Bmax) and liver
triglycerides concentrations (n = 32, P < 0.003) for all rats in all dietary and rest
exercise conditions.
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Table 1. Body weight (BW) rneasured at day 1, 7 and 14 ofthe experimental period
and relative weight of fat pads and liver rneasured at the end of the experirnent.
SD/Rest SDIAc-Ex HF/Rest HF/Ac-Ex
Weightuponarrival(g) 186.2+ 1.3 189.3+ 2.2 190.9+2.2 186.2+ 1.7
Weightatday7(g) 215.4+ 2.4 216.8+4.9 221.9+2.0 214.6+ 3.2
Weight at day 14 (g) 239.4 + 3.2 240.4 + 5.2 249.8 + 4.1 243.8 + 4.9
Mesenteric Fat ?ad 3.0 + 0.2 3.7 + 0.2 5.6 + 0.1’ +
(g/100 g BW)
Retroperitoneal Fat Pad 1.9 ± 0.2 1.7 ± 0.03 3.6 + 0.2’ 2.3 ± 02a,b
( g/100 g BW)
Urogenital Fat Pad 4.4 + 0.2 4.2 + 0.2 8.6 + 0.3e 6.0 + 04a,b
(g/100 g BW)
Liverweight(g/kgBW) 40.0+ 1.2 37.6+ 10b 38.4+ 1,4 34908b
Values are reported as means ± SE (n = 8 — 10 rats/group). SD/Rest: standard
diet/rest; SD/Ac-Ex: standard diet/acute exercise HF/Rest: high-fat diet/rest; HF/Ac
Ex: high-fat diet/acute exercise. aSiifica1tly different from standard-fed



































































































































































































































































Hepatic Glucagon Receptor Jntemalization Associated with Diet-Jnduced
Hepatic Steatosis.
Auteurs




La présente étude a pour objectif de vérifier les hypothèses qu’une infiltration de
lipides hépatiques induite par une diète riche en lipides 1) diminue la quantité totale
de récepteurs hépatiques au glucagon (RG) en plus de celle des membranes
plasmiques hépatiques 2) tout en augmentant le contenu respectif des endosomes et
des lysosomes hépatiques en RG. Une troisième hypothèse est formulée voulant
qu’un effort physique de 60 minutes suite à deux semaines d’une diète riche en
lipides limite la désensibilisation et l’intemalisation des RG. Pour une durée de deux
semaines, deux groupes de rates $prague-Dawley sont nourris avec une diète
standard ($D) tandis que deux autres groupes sont nourris avec une diète riche en
lipides (HF; 42% kcal). Dans les deux traitements alimentaires, un groupe de rat
reste sédentaire pour la durée de l’expérience (Rest) tandis qu’un second groupe est
soumis à une seule séance d’exercice en endurance sur tapis roulant d’une durée de
soixante minutes (26 mlmin, 0% d’inclinaison) immédiatement avant le sacrifice
(Ac-Ex). La diète Hf entraîne une augmentation de la concentration de triglycérides
hépatiques (250%) et d’acides gras libres circulants (F < 0.05) en plus de diminuer
(55%) significativement (F < 0.05) la quantité totale de RG présents dans les
hépatocytes et dans les membranes plasmiques. Parallèlement, une augmentation de
la présence de récepteurs au glucagon dans les fractions endosomales et lysosomales
est observée chez les animaux nourris avec une diète HF. Une séance de 60 minutes
d’exercice en endurance entraîne une augmentation (F < 0.05) des concentrations
plasmatiques d’acides gras libres chez les rats nourris à la diète SD tandis qu’elle
diminue (F < 0.05) les concentrations de glucagon et d’insuline chez les rats soumis
à une diète HF. Une seule séance d’exercice en endurance de 60 minutes diminue
significativement le contenu membranaire en RG lors des deux diètes, tout en
augmentant la présence de RG dans la fraction endosomale des rats soumis à une
diète SD. La présente étude montre que l’ingestion d’une diète HF pour une durée
de deux semaines entraîne une diminution de la quantité totale et membranaire de
RG. Jumelé à ces observations, une augmentation du nombre de RG est également
observée dans les fractions endosomales et lysosomales des rats soumis à une diète
HF. Bien que l’exercice a des effets limités sur la quantité totale et lysosomale de
RG, il semble moduler la quantité de RG présent sur les membranes plasmiques des
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hépatocytes. Nous croyons que l’infiltration de lipides au niveau hépatique interfère
avec l’action du glucagon sur le foie en diminuant la quantité totale et membranaire
de RG.
Mots-clés: Infiltration hépatique de lipides; densité et affinité du récepteur au
glucagon; diète riche en lipides; foie, depots adipeux
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SUMIVIARY
The present study was undertaken to test the hypothesis that a high-fat diet
induced liver lipid infiltration is associated with a reduction in total cellular and
plasma membrane glucagon receptor (GR) content and an increase in lysosomal and
endosomal intemalization of the hepatic glucagon receptors. We also hypothesized
that, under this dietary condition, a single bout of endurance exercise would affect
GR desensitization and intemalization. Male Sprague-Dawley rats wei-e either fed a
standard (SD) or a high-fat diet (Hf; 40% kcal) for two weeks (n = 20 rats/group).
Each dietary group was, thereafler, subdivided into a non-exercised (Rest) and an
acute exercised group (Ac-Ex; 60 mm, 26 mlmin, 0% slope). The Hf compared to
the SD diet was associated with significantly (F < 0.05) higher values in hepatic
triglyceride concentrations (250%), and plasma FFA concentrations. The high-fat
diet also resulted in a reduction (F < 0.05) of total hepatic GR (55 %) and hepatic
plasma membrane GR protein content. These changes were accompanied by a
significant increase (P < 0.05) in endosomal and lysosomal GR content with the
feeding of a high fat diet. The 60-min exercise bout resulted in some typical exercise
effects (F < 0.05) such as an increase in FfA (SD diet), a decrease in insulin levels
and an increase in plasma glucagon concentrations ($D and HF diet). Exercise
resulted in a further decrease in hepatic plasma membrane GR content in both SD
and HF diets, while it increased endosomal GR content only in the SD-fed group.
The present resuits indicate that the feeding of a high-fat diet is associated with a
reduction in total cellular and plasma membrane hepatic GR content accompanied
with an increase in endosomal and lysosomal GR content. An acute bout of 60 min
of aerobic exercise as limited effects on total cellular and lysosomal GR content but
seems to regulate glucagon receptor content on plasma membranes. It is suggested
that liver lipid infiltration plays a role in reducing glucagon action in the liver
through a reduction in total cellular and plasma membrane GR content.




Past studies have shown a reduction in total liver glucagon receptor (GR)
number under glucagon stimulation (4, 10). A reduction in total GR has also been
observed in association with several physiopathologies including liver cirrhosis,
steatosis, diabetes, and malnutrition (7, 22, 30, 36). $everal factors, including
increased plasma glucagon and glucose concentration as well as elevated cAMP and
oxygen concentrations (1, 6, 21), have been identified to explain a decrease in
hepatic GR number under these circumstances. Recently, we reported a significant
reduction in hepatic GR number in plasma membrane of hepatic steatotic rats
without any changes in circulating glucagon concentration (7). This suggests the
presence of a mechanism other than homologous desensitization to explain the
reduction in plasma membrane hepatic glucagon receptors with liver lipid
accumulation. Interestingly, several physiopathological conditions associated with a
reduction in total hepatic GR are also associated with an increase in liver lipid
infiltration. In the present study, we used an immunofluorescence teclmique against
a specific rat glucagon receptor antibody to test the hypothesis that a high-fat diet
induced hepatic steatosis is associated with a decrease in total GR.
Normal intemalization mechanisms in G protein coupled receptors (GPCR)
such as the GR is initiated with plasma membranes receptors being intemalized in
endosomes and, thereafter, destroyed in lysosomal fractions (25, 26). Following
homologous desensitization, the GR are temporarily intemalized in the endosomes
to minimize the stimulation effects of agonists (44). Afler cessation of the agonist
stimulation, the receptors are recruited back to the plasma membrane. However, it is
flot known if liver lipid accumulation results in an increased intemalization of the
GR in endosomes. Under chronic stimulation of the receptors, intemalization results
in GR destruction in lysosomes (25, 26). It is possible that the presence of liver
triglycerides could redirect normal GPCR internalization in endosornes to lysosomal
compartments (25, 26). This would result in a reduction in GR availability to normal
physiological processes and partly explain the lower hepatic glucose production in
response to a hypergiucagonemic clarnp previously observed in hepatic steatotic rats
(8). Therefore, the second aim of the present study was to test the hypothesis that, in
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addition to a decrease in total GR, liver lipid infiltration is also associated with an
increase in endosomal and lysosomai intemalization of the hepatic GR.
Opposite to several pathophysiological conditions (4, 10, 22, 30, 36), chronic
and acute physical exercise have been associated with increased giucagon action in
the liver. Drouin et al. (12, 13) reported that under glucagon stimulation, trained
individuals and animais depicted higher hepatic glucose production than sedentary
counterparts. Similariy, Légaré et al. (27) and Podolin et ai. (32) demonstrated that
endurance training increases plasma membrane hepatic GR number in rats. There is
aiso evidence that flot only chronic but also acute exercise (60 mm) may enhance
hepatic glucose production in response to glucagon (29). Although the exact
mechanism remains unknown, there is no doubt that the liver can rapidly adapt to
physiologicai stress through modulation of GR binding characteristic and
intemalization processes. In our previous study, using a 30 min acute exercise
protocol, we were unable to determine any significant effects of acute exercise on
GR number and binding capacity (7). This was attributed to the short duration ofthe
exercise protocol. In the present study, we utilized 60 min of acute exercise to
physioiogically stimulate the glucagon receptors in a attempt to see if the dyriarnic
response of the GR to glucagon is altered by exercise in a condition of liver lipid
accumulation. Therefore, the third aim of the present study was to assess the effects




Animal care and exercise protocol. Male Sprague-Dawley rats (Charles River, St.
Constant, Canada), weighing 180-200 g, were housed individually and allowed food
(standard diet or high-fat diet) and water ad libituni for 2 weeks after they were
received in our laboratory. The lighting schedule was such that lights were on from
0700 until 1900, and room temperature was maintained at 20-23°C. Seven days after
their arrivai, rats assigned to acutely exercised groups underwent a habituation
mnning protocol on a motor-driven rodent treadmili (Quinton Instruments, $eattle.
WA) consisting of three sessions over a 7-day period beginning with 15 minlday at
20 mlmin and progressively increased to 60 minlday at 26 mlrnin (0% grade), so that
they were well-accustomed to mirning and being handled. The last habituation
session was held 2 days before the experiment for ah rats. Ail exercised animais (Ex)
were restrained from exercise 48h before the experimentation. Ail protocols were in
accordance with the directives ofthe Canadian Council of Animal Care.
Groups and surge;y. After their arrival, rats were randomly assigned to one of the
eight experimental groups. One group of rats were fed with standard ($D) peilet rat
chow (12.5% lipids, 62.3% carbohydrate, and 24.3 % protein; kcal; Agribrands
Purina Canada, Woodstock, Ontario). A second group of rats were fed with high-fat
(HF) smahl pellet rat chow (42% hipids: (80% lard, 20% com ou); 36% carbohydrate,
and 22% protein (kcal); ICN Pharmaceuticals, NY, USA). The duration ofthe diet (2
wks) was based on previous time course studies (18, 19) in which we observed that
hepatic trigiyceride content was highest 2 wks afier the initiation of a high-fat diet.
Details of the diets are described elsewhere (17, 19). Rats in each dietary condition
were thereafter assigned either to a rested group (Rest), an exercised group (Ex). On
the day of the experimentation, rats assigned to exercise groups ran 60 minutes at 26
mlmin before termination.
The eight experimental groups were duplicated and used as fohlow: the first
eight groups were assigned to membrane, endosomes and lysosomes isolation
protocol (Protocol A) along with blood samplingswhile the second eight groups
were assigned to the perfusion protocol (Protocol B). Because it is impossible to
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isolate liver organelles afler collagenase perfusion, a duplicate of the initial eight
groups was obligatory. On the morning of the experiment, any remaining food was
removed fi-om the cages 2-3h before sacrifice for the groups flot submitted to an
ovemiglit fast. Afler the assigned treatment (rest, fasting, exercise and fasting +
exercise), rats were weighed and anesthetized with pentobarbital (40 rng/kg ip).
Afler complete anaesthesia the abdominal cavity was rapidly opened following the
median une ofthe abdomen.
Protocot A. Organeltes isolation, plasma and tissue data.
Blood was rapidly (< 45 s) drawn from the abdominal vena cava (‘—4 ml) into a
syringe pre-treated with EDTA (15%). The fraction ofblood (250 111) to 5e used for
glucagon determination was preserved in aprotinin (25 ul) before centrifugation. The
rernaining fraction of blood was also centrifuged (Eppendorf centrifuge, no. 5415),
and the plasma was stored for subsequent plasma glucose, insulin, triglyceride, and
free fatty acid determinations. The liver was excised and weighed. The liver median
lobe was freeze-clamped and used for glycogen and triacylglycerol detenninations,
while 4 g of fresh liver was used for membrane isolation.
Materials and isolation ofplasma membranes, endosomes and tysosomes. Sucrose
(ultra-pure) was obtained from Scwarz/Marin Div. Becton, Dickson and Co
(Orangeburg, NY); p-nitrophenyl thymidine mono-phosphate, cytochrome c,
glucose-6-phosphate (Na salt), alkaline phosphatase substrate, p-nitrophenyl- -N
acetyl glucosaminide, agarose, and Tris base from Sigma Chemical Co. (St.-Louis,
MO); protein reagent from Bio-Rad Laboratories (Richrnond, CA); 5 ‘-adenosine
monophosphate (5’AMP), NADPH, NADH, and ferritin (A grade) from
Calbiochem-Behring Corp. (American Hoescht Corp., San Diego, CA); N.N
dimethyl-1, 3-propane diamine from Eastman Organic Chemicals Div., Eastman
Kodak CO (Rochester, NY): glutaraldehyde and osmium tetroxide (0504) from
Electron Microscopy Sciences (Fort Washington, PA); and 1-ethyl-3 (3-dirnethyl
aminopropyl) carbodiimide hydrochioride (EDC) from Ott Chemical CO
(Muskegan, MI). Ah other chemicals were reagent grade. Ah sucrose solutions were
prepared 24-4$ h before use and their densities determined at room temperature with
an Abbé refractometer. The sucrose solutions were filtered (0.22 um for 0.25 M and
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1.2 um for 1.42 and 2.0 M solutions), the pH and density determined, and stored at
4°C.
Liver samples (1.8 -2 g) were weighed, added to 10 volumes of 0.25 M sucrose in a
15 ml glass disposable culture tube (0.25 M sucrose/5 iril\4 Tris HC1, pH 7.2 —
7.6/0.5 and 1.0 mlvi MgC12) and homogenized with a Polytron (Polyscience, model
X-520) at 1000-1100 rpm. The solution was centrifuged (25—30 ml per 50 ml plastic
tube) at 280 g or 1,800 rpm for 5 min (Beckman GPR centrifuge). The supematant
was saved and the pellet was resuspended in 0.25 M STM to one-haif the initial
homogenate volume. The suspension was again centrifuged as above. The first and
second supematants were combined and centrifuged at 1,500 g or 2,600 rpm for 10
min. The resulting pellets were pooled and resuspended in 1—2 ml of 0.25 M sucrose
per g of liver (initial wet weight). A sucrose gradient consisting of three sucrose
phase was performed in beckman cellulose nitrate tubes. The bottom phase consisted
of a 68.4% sucrose concentration with sufficient volume to bring to approximately
twice that of the original homogenate (i.e. 10% w/vol). The second phase consisted
of a 2m1 45% sucrose concentration with finally a 2ml 36% sucrose concentration
phase. The combined supematants resuspended in 1-2 ml of 0,25M sucrose was
poured over the sucrose gradients and overlaid with 2-4 ml of 0.25 M sucrose. After
centrifugation for 90 min at 141,000 g (41,000 rpm) in a Beckrnan ultracentrifiige
(model L5-50), the pellicles at the interfaces of each sucrose gradients were
collected with a blunt-tipped Pasteur pipette and resuspended in 0.25 M sucrose to
obtain a density of 1.05 g/cm3. The pellicle at the interface ofthe 36% and 0,25 M of
sucrose represented the lysosomal fraction, while the pellicle at the interface 45%-
36% represented the endosomal fraction. The bottom interface pellicle (68%-45%),
represented the plasma membranes. Those suspensions were centrifuged at 14000
rpm for 10 min and the final pellet was resuspended in anti-protease (lml) (Mini
complete, Roche Pharmaceuticals) and stored at -78°C for further analysis.
Preparation for SDS-PAGE immunoblotting. Plasma membranes, endosomal and
lysosomal fractions homogenates were vortexed frequently for 1 h at 4°C then
centrifuged at 4500 g for 1h at 4°C. The protein concentration ofthe supematant was
measured using a Bradford protein assay (Bio-Rad). Plasma membranes, endosomal
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and lysosomal fractions lysates containing 100 tg ofprotein were prepared for SDS
PAGE by dilutions with reducing sample buffer (laemli) followed by a 2-min
immersion in near-boiling water.
Quantification oJglucagon receptor by immunoblotting. Assessment of the glucagon
receptor was conducted using standard SDS-PAGE and immunoblotting techniques.
Briefly, ail samples were electrophoresed, transfened to nitrocellulose membranes,
incubated with purified polyclonal rabbit anti-sera primary antibodies (ST-18).
Thereafier, identification using goat anti-rabbit IgG conjugated to horseradish
peroxidase was perfonned (no. 305-065-003; Iackson laboratory). To quantify
hepatic glucagon receptor and to ensure equal lane loading, purified fusion proteins
were constructed as previously described (32) and the protein standard and sample
band at 64 kDa was quantified. Ail gels were poured so that samples from each of
the experimental groups were always electrophoresed on the same gels to ensure
standardized Western blotting analysis. Glucagon receptors were visualized with
chemilurninescent solutions A and B (Amersham, Alameda, CA). Image capture
analysis was performed on the fusion proteins to quantify GR in ail membrane,
endosomai and lysosomal samples.
Anatyticat methods. Plasma glucose concentrations were determined by using a
glucose analyser (Yellow Springs Jntrnments 2300, Yellow Springs, OH). Insulin
and glucagon concentrations were determined by commercially available
radioimmunoassay kits (Radioassay System Laboratory, ÏCN Biomedicals, Costa
Mesa, CA; distributed by Immunocorp, Montréal, Québec, Canada). Plasma and
liver triglyceride concentrations were determined by quantitative enzymatic rnethod
(Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). FFA concentrations were determined by
enzymatic colorimetric assay (Roche Diagnostics, Lavai, Québec, Canada). Liver
glycogen concentrations were determined by using the phenolsulfuric acid reaction
(28).
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Protocot B. Isolation ofHepatocytes.
Hepatocyte isolation was performed according to the technique described by Beny
et al. (3) with minor modifications. Briefly, the portai vein and the superior vena
cava were cannulated with blunted needles (18 gauge) for selective anterograde and
retrograde perfusion. Both needles were positioned to rest 1 cm from the liver. The
liver was perfused in open circuit in the anterograde direction at 37°C, pH 7.4, with
saturated (95% 02-5% C02) perfusion medium at a rate of 25 ml/min for 5 min
using a peristaltic pump (Cole Panner Instrument, Vernon Huis, IL). The perfusion
medium consisted of (in mM) 24 NaC1, 4.8 KCÏ, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4 (7H20),
and 0.05 NaHCO3. Thereafier, collagenase (CLS-1, 262 U/rng, Worthington
Biochemical), 0,3 % in perfusion medium supplemented with 1,3 mM CaC12, was
infused at a rate of 40 ml/min for 25 min to achieve liver digestion. Digestion was
considered complete when gentle finger pressure on a liver lobe resuited in fracture
of the liver surface (3). The liver was thereafter excised and transfelTed to a petri
dish where it was gently disrupted with forceps. The celi solution was filtered
through a nylon mesh and centrifuged twice for 2 min at 600 rpm, and the
supematant was discarded. Finally, celis were resuspended in a Falcon tube with 8-
10 ml ofice-cold perfusion medium supplemented with 1.3 mM CaC12 and 1% BSA.
The upper part of the tube was gassed for 2 min with 95% 02-5% C02 and lefi on
ice for 1 h before incubation. Hepatocytes were incubated at 10 mg/ml dry weight
estimated from the weight of the wet-packed ceils (dry weight 5 wet weight/3.$;
Ref. X) in closed vials saturated with 95% 02-5% C02 in a final volume of 2.8 ml
[in mM: 24 NaC1, 4.8 KC1, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4 (7H20), and 0.05 NaHCO3, 1.3
CaC12, pH 7.4, 37°C]. The dry weight of each hepatocyte preparation was
subsequently determined by allowing a precise amount (500 ml) of the hepatocyte
solution to dry out for 2 days in a wami dry area. The dry weight values of each
hepatocyte preparation were subsequently used in the calculations.
Cet! viability. The exclusion of trypan blue by intact celis is a coinmonly used
method to distinguish between intact and damaged ceils (3). The test of exclusion of
trypan blue was mn on each individual sample to obtain a rapid estimation of the
ceil viability.
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Immunofluorescence microscopy of isolated hepatocytes with ST-] 8 antibody. After
hepatocytes isolation, celis were placed ovemight on coverglasses pre-treated with
AES (3-Aminopropyltriethoxy-silane, Sigma, A-3648) disposed in a 15 well-plate
apparatus where ail subsequent incubations were performed. Thereafier, the medium
was aspirated and ceils were washed twice with a phosphate-buffered solution (137
mM NaC1, 8.0 mlvi Na2HPO4, 2.7 mM KC1, 1.5 mlvi KH2PO4). One ml of 3%
paraformaldehyde in Buffer B (150 mM NaC1, 10 mlvi Na2HPO4, 2 mM MgC12, pH
7.4) was poured in each well for 40 min and celis were then washed twice in Buffer
B for 5 min. Ccli permeabilization, was carried out by treatment with 1 ml of 0.2%
Triton X-100 in Buffer B for 15 min at 4 °C. After washing the ceils twice with
Buffer B for 5 mm, nonspecific binding sites were blocked with 1% bovine serum
albumin in Buffer B for 40 min at room temperature, followed by incubation at room
temperature for 1 h with 0.5 ug of ST-18 antibody in 0.1% bovine senim albumin in
Buffer B. Three washes in 1 ml of Buffer B for 10 min each were followed by
incubation at room temperature with 0.5 ug of Alexa fluor 633 goat anti-rabhit IgG
(Molecular Probes) diluted in 0.1% bovine serum albumin in Buffer B. Ail
incubations and washes were performed subsequently in the dark. After washing
three times in Buffer B for 10 mm, coverglasses were blotted on kimwipes and
rnounted on slides with Mowiol (Polyvinyl Alcohol 4-88, Fluka). Ail celis were
viewed with a Nikon Microphot-SA epifluorescence microscope. Images were
photographed at 1000-fold magnification with a motorized fX-35DX dark box
coimected to a Nikon Microflex UFX-DX photomicrographic attachment using
Kodak Ektachrome ISO 400 35-mm film. The exposure time for each image was
determined automatically by the photomicrographic attacirment, except for the
nonpermeabilized mutants where no positive staining was seen. For these images,
the shutter was opened manually for the same duration as that determined
automatically for the corresponding permeabilized sample.
Statisticat anaÏysis. Ah data are reported as means ± SE. Statistical comparisons
were performed by using a two-way ANOVA for non-repeated measures design.
Newman Keuls post hoc test was used in the event of a significant (P <0.05) f ratio.
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RESULTS
There was no difference in body and liver weight between groups upon
arrivai and at the end ofthe experirnent (Table 1).
The feeding of a high fat diet did flot significantly alter plasma glucose
concentrations in the rested state (Fig. 1). Exercise, however, resulted in
significantly lower plasma glucose concentrations in the standard fed group.
Foilowing the high fat diet, plasma insulin concentrations were significantly higher
compared to its standard fed counterpart (P < 0.05) (Fig.l). Plasma insulin
concentrations were significantiy lower after exercise in both standard and high-fat
groups (P <0.05). No differences in plasma giucagon concentration were observed
between the standard and high-fat fed rats in both rested and exercised conditions
(Fig 1; P > 0.05). Concomittantly, the high fat regimen did not significantiy alter
plasma insulin to glucagon ratio in ail groups (Fig 1; P> 0.05). Exercise resuited in
similar higher plasma glucagon concentration and lower insulin to glucagon ratio in
both standard and high fat groups (P < 0.05).
As expected, hepatic triglyceride concentrations were significantly (P < 0.01)
higher with the feeding of the high-fat diet (Fig.2). Liver triglyceride leveis
increased by —250 % (P < 0.05) in the rested group following the high fat diet.
Exercise resulted in a significant decrease of hepatic triglyceride concentrations only
in the HF-Ex group (P < 0.05). The feeding of a high fat diet only resulted in a
significant increase of plasma free fatty acid concentrations in the rested and
exercised groups (P < 0.05). Exercise resuited in a significant increase in fFA
concentrations in the standard fed regirnen (fig 2; P < 0.05). Although exercise
resulted in a lower hepatic glycogen concentration, no differences were observed
between the standard and high-fat diet in ail groups (P> 0.05).
In agreement with our hypothesis, total hepatic glucagon receptor, assessed
by immunohistofluorescence, was significantly (P < 0.01) reduced with the feeding
of a high fat diet (fig. 3 and 5). A 55% lower total GR was observed in ail HF fed
groups. The feeding of a high fat diet resulted aiso in a significant (F < 0.05)
decrease in plasma membrane GR in the rested and exercise groups (Fig 3). Exercise





fat fed groups (Fig 3; P < 0.05). The presence of the GR in the endosornal fraction
was significantly higher (300%) following the high fat diet (Fig 4; P < 0.05). li the
standard fed groups, exercise resulted in a significant increase in endosomal GR (P
<0.05). Despite a weak signal, we were able to distinguish a significant increase in
lysosomal GR content after the feeding of a high fat diet, with no effect of exercise
(Fig 4; P < 0.05). Because lysosomes cany hydrolases that degrade nucleotides,
proteins, lipids, phospholipids, and also rernove carbohydrate, sulfate, or phosphate
groups from molecules, we hypothesize that this is the exp lanation for the low
signals obtain on the western blots for the lysosomal GR. The lysosomes content




The present HF diet regirnen in rats resulted in a 250% higher fat
accumulation in liver compared to the SD fed animais (Fig. 2). Our resuits
corroborate those observed in previous studies (7, 17, 18, 41). The duration of the
high-fat feeding in the present study is based on the observation that two weeks of
high fat feeding is adequate to cause a substantial accretion of fat inside the liver that
is compatible with the development of a state of hepatic steatosis (17, 19). In
addition to liver lipid infiltration, the present HF diet resulted in a 3 foid increase in
plasma free fatty acids concentration. In previous studies in which hepatic steatosis
was induced by high-fat diets, a substantial increase in plasma FFA was constantly
obsenïed (17, 18, 19, 41). It has been suggested that the increased delivery of fatty
acids to the liver could result in a higher uptake by the liver, since FFA uptake is
mostly done in a concentration-dependant mariner. Taking together, the increased
plasma FFA levels following the present high-fat diet are consistent with a metabolic
situation leading the development ofa state ofliepatic steatosis.
The major finding of the present investigation is that a high-fat diet-induced
liver lipid infiltration is associated with a ‘-55% reduction in total cellular hepatic
GR. This reduction in total GR cellular components was accompanied by a 20 %
lower plasma membrane level of GR protein content along with a 300% and 200%
increase in endosomal and lysosornal GR protein content, respectively. In a previous
study (7), we reported that liver lipid infiltration was associated with a reduction in
glucagon receptor number (Bmax) by 45%. The present data extent this observation
by being the first to indicate that the decrease in total and plasma membrane GR is
accompanied by an increase in glucagon receptor protein content in microvesicular
bodies in an in vivo high-fat mode! ofhepatic steatosis in rats.
The feeding of a high fat diet resulted in a significant increase in
intemalization of the GR in microvesicular bodies. GR protein content in endosomal
and lysosomal fraction increased respectively by 31 and 55% respectively in our in
vivo model of hepatic steatosis. It has been postuiated, in past studies, that the
decrease in the total cellular components of GPCR’ s such as the GR resuits from
decreased mRNA and protein synthesis and increased lysosomal degradation ofpre
existing receptors (15). In the present study, we did flot assess mRNA expression of
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the GR and its protein synthesis to determine whether the reduction observed in total
and plasma membrane GR were due to transcriptional processes. On the other hand,
our increase in endosomal and lysosomal GR is an indicator of an increase
desensitization in our model of liver lipid infiltration. As for GR degradation, the
only evidence of a downregulation of total GR in a state of liver lipid accumulation
is given by the resuits obtained with the immunofluorescence technique against
isolated hepatocytes for the assesment of total GR. Whether hepatic lipids or other
factors mediate this GR downregulation remains to be elucidated.
Recently, our group reported a reduction in hepatic plasma membrane GR
number (Bmax), assessed by binding assay, in an in vivo model of hepatic steatosis
(7). In the present study, we used a specific rat antibody for the intracellular C-
terminal of the hepatic glucagon receptor (ST-18). The rationale behind the use of
this antibody instead of the high affinity binding assay is based on the following
observations. First of ail, binding assays are only usefiul when the radioligand has a
high affinity for the receptor. If the receptor as a low affinity for the radioligand
utilized, binding is minimized. Therefore, assessment of total and organelle receptor
content is diminished. Furtherrnore, binding assays are based on the law’s of mass
action that states that all receptors are 1) equally accessible to ligands (the model
ignores any states of partial binding); and that 2) neither ligand nor receptor are
altered by binding; and that 3) binding is reversible. Physiopathologies such as
hepatic steatosis, diabetes, and obesity cause alterations in receptor structural
integrity as well as receptor kinetics that can affect the law of mass action (14). In
those conditions, changes in receptor binding capacities by binding assays might not
reflect the changes in protein content of the same receptors: receptors could have
structural damage or changes that would limit binding capacities. Using an
immunofluorescence and immunoblotting techniques we confirmed that a 55%
reduction in total GR cellular components was accompanied with a 20 % lower
plasma membrane level of GR protein content along with a 300% and 200%
increase in endosomal and lysosornal GR protein content in a model of liver lipid
accumulation.
In vivo and in vitro studies indicate that GR mRNA expression and the
number of glucagon receptors expressed in the liver can be down-regulated by
glucagon itself (4, 10, 35, 38, 39, 40). However, one has to remember that an
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increase in the expression of glucagon receptor mRNA does flot necessarily signify
the formation of glucagon receptors. Accordingly, it lias been suggested that
glucagon receptor expression is modulated at a step after rnRNA formation (45). The
rnechanism involved in this glucagon-induced down-regulation of its own receptors,
however, lias not been established. A reduction in liver glucagon receptor number in
diabetes could explain in part that, under stimulation witli glucagon, liver glucose
production is significantly lower in diabetic patients than in healthy subjects (30). lit
the present study, plasma glucagon levels were flot increased by the present dietary
manipulation and therefore, cannot explain the 50% decrease in total glucagon
receptor numbers obsewed in the high-fat fed rats. GR mRNA expression lias been
reported to be upregulated in presence of increasing concentrations of glucose and
insulin (1, 6, 34, 42). Similarly to plasma glucagon concentrations, plasma insulin
and glucose concentrations in the present study can liardly be associated witli any
changes in glucagon receptor number with tlie higli-fat feeding.
Data from tlie present smdy do suggest that factors related to tlie HF-diet
induced hepatic steatosis are involved in the reduction in total cellular and plasma
membrane GR, as well as the increase in endosomal and lysosomal GR. It is not
clear, however, if the present HF-diet-induced “GR internalization” is due to
systemic factors (i.e. circulating lipids) or to elevated intrahepatic triglycerides. In a
recent study conducted on isolated livers from HF fed rats, it was concluded tliat
hepatic insulin resistance observed in vivo may at least partially result from
circulating factors (5). Plasma FfA levels were largely increased by the present HF
diet and may, at least partly, explain the GR desensitization. On the otlier hand,
Samuel et al. (37) recently used a 3 day higli-fat diet model to increase liver
triglyceride content (3 folds), without the confounding effects of peripheral fat
accumulation. They provided evidence to support tlie causal relationship between
hepatic fat accumulation and liepatic insulin resistance. In our previous studies (7, 8)
a negative association was found between hepatic triglyceride concentrations and
glucagon receptor density (Bmax), supporting tlie reduction in glucagon stimulated
hepatic glucose production. The precise mechanism(s) by whicli higli-fat diet and/or
hepatic lipids would reduce hepatic glucagon receptor number remains to be
elucidated. In past studies, fat-induced liepatic insulin resistance lias been attributed
to impaired insulin-stimulated RS- 1 and RS-2 tyrosine phosphorylation associated
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with activation of some isoforms ofPKC (22, 35). The activation ofPKC by hepatic
lipids, in the form ofphospholipids, leads to phosphorylation of G-coupled receptor
kinases (8, 31). Activation of G-protein receptor kinase proteins is known to
desensitize G protein-coupled receptors and their subsequent intemalization in
microvesicular organelles such as endosomes and lysosomes (25, 26). Whether the
accumulation of cytosolic triglycerides could lead to higher phospholipid content in
the liver and desensitize the GR through activation of such proteins remains to be
determined.
An interesting finding in the present study is that a 60-min acute bout of
aerobic exercise resulted in a significant decrease in plasma membrane GR in both
standard and high fat diets as well as increasing GR content in endosomal fractions.
In the present study, rats were submitted to an acute period of exercise to stimulate
the hepatic GR under physiological conditions and thereby to test the possibility that
various glucagon secreting stimuli may alter the total cellular and organelles GR. In
previous studies, exercise training was shown to increase hepatic glucagon receptors
density (27). We also reported that a 60-min exercise bout largely increased
glucagon-induced hepatic glucose production (29). The present resuits suggest that
an acute bout of 60 min exercise increases GR intemalization without affecting total
cellular GR. We, therefore, hypothesize that a 60 min acute exercise bout results in
an homologous desensitization of the GR without a subsequent destruction of the
GR. Exercise did not cause any changes in total cellular GR: although chronic
exercise increase plasma membrane glucagon receptor density (27), acute exercise
potentially resuits in GR intemalization to protect the energy supplies of the liver
from being depleted by a prolonged action of glucagon, for a reason still unknown,
this desensitization by exercise seems to be exacerbated by the heterologous
desensitization cause by conditions related to hepatic steatosis.
In summary, results of the present study indicate that a HF diet-induced liver
lipid infiltration results in a reduction in total cellular and plasma membrane GR, as
well as an increase in endosomal and lysosomal GR. In addition, a 60-min acute
bout of aerobic exercise reduced significantly plasma membrane GR in both
standard and high fat diets as well as increasing GR content in endosornal fractions
without affecting total cellular GR. The increased desensitization mechanisms seen
in the RF fed rats were exacerbated when exercise was introduced. We therefore
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hypothetize that both homologous and heterologous mechanisms might play a role in
the aforementioned resuÏts observed in the present study. Based on past studies (7, 8)
and the present data, it is suggested that liver lipid infiltration plays a role in the
desensitization and intemalization of the GR in the liver of HF fed rats. Considering
these data, it would be of interest to see if the accumulation of hepatic cytosolic
triglycerides and/or circulating free fatty acids could activate second messenger
protein kinases (cAMP-dependent protein kinase, PKA), G protein coupled receptor
kinase (GRK’s), arrestins proteins (-arrestins) and mediate hepatic GR
desensitization mechanisms in hepatic steatosis.
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Fig. 1. Plasma glucose, insulin, glucagon concentrations and insulin to glucagon
ratio in resting (Rest) and exercised (Ex) rats after two weeks of a standard (SD) or a
high-fat (HF) diet. Values are means + SE with n = s-10 rats/group. aSiificant1y
different between rest and Ac-Ex groups, P < 0.05. cSigflificantly different between
the SD and HF fed groups, P< 0.05
Fig. 2. Hepatic triglyceride and glycogen concentrations and plasma free fatty acid
levels in resting (Rest) and exercised (Ex) rats after two weeks of a standard (SD) or
a high-fat (HF) diet. Values are means + SE with n = s-10 rats/group. asignificalltly
different between rest and Ac-Ex groups, P < 0.05. different betveen
the SD and HF fed groups, P< 0.05
Fig. 3. Total cellular and plasma membrane glucagon receptor in resting (Rest) and
exercised (Ex) rats after two weeks of a standard (SD) or a high-fat (Hf) diet.
Values are means ± SE with n = s-10 rats/group. For total cellular GR, values are
means ± SE with n = s-10 rats/group and 10 cells/rats. aSiificant1y different
between rest and Ac-Ex groups, F < 0.05. cSignificantly different between the SD
andHFfedgroups,F<0.05
Fig. 4. Endosomal and lysosomal glucagon receptor in resting (Rest) and acutely
exercised (Ac-Ex) rats after two weeks of a standard (SD) or a high-fat (HF) diet.
Values are means ± SE with n = 8-10 rats/group. aSificant1y different between
rest and Ac-Ex groups, P < 0.05. cSignificantly different between the SD and HF fed
groups, P< 0.05
Fig. 5. Total cellular glucagon receptor content. Immunofluorescence microscopy of
isolated hepatocytes with the glucagon receptor antibody ST-18 as the primary
antibody. An Alexa Fluor 633 dye was used as the secondary antibody. For each
primary antibody, permeabilized ceils (+) are compared with nonpermeabilized ceils
(-). The epitopes of ST- 1$ antibody is intracellular. n = 10 rats/groups - 10 cells/rats
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Table 1. Body weight (3W) measured at day 1 and 14 of the experirnental period
and relative liver weight measured at the end ofthe experiment.
Groups Weight upon Weight at day 14 Liver weight (g/kg
arrivai (g) (g) 3W)
$D-Rest 208.6 ± 2.3 335.9 ± 5.1 37.7 +0.9
SD-Ex 209.3 + 1.3 320.3 + 6.1 32.6 + 1.3
HF-Rest 208.4±5.6 326+6.8 I 36.7±1.6
Hf-Ex 208.7±3,0 315±4.5 30.5±3.4
Values are reported as means ± SE (n = 8 — 10 rats/group). SD-Rest: standard diet




































































































































































































































FIG. 5. Total cellular glucagon receptor content. Immunofluorescence microscopy of
isolated hepatocytes with the glucagon receptor antibody ST-l8 as the primary
antibody. An Alexa Fluor 633 dye was used as the secondary antibody. For each
primary antibody, permeabilized ceils (+) are compared with nonperrneabilized ceils
(-). The epitopes of ST-l $ antibody is intracellular. n 10 rats/groups - 10 cells/rats
Chapitre 6
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6. DISCUSSION
Bien que de nombreuses publications scientifiques traitent du rôle de la
SENA dans le développement de la résistance hépatique à l’insuline, aucune étude
n’a vérifié le rôle de cette pathologie sur le métabolisme hépatique du glucagon. Les
résultats des études présentées dans le cadre de cette thèse indiquent que
l’infiltration hépatique de triglycérides diminue la sensibilité du foie au glucagon.
La première étude de cette thèse nous a permis d’observer une résistance
hépatique au glucagon lors d’une SHNA. Il est clairement montré que cette baisse
de sensibilité au glucagon est en partie causée par l’augmentation de triglycérides
hépatiques. La seconde et troisième étude nous permettent de cerner les adaptations
cellulaires pouvant potentiellement expliquer la résistance hépatique au glucagon
lors d’une SHNA. Ayant déjà été élaborés dans les articles inclus dans cette thèse,
les principaux thèmes de discussion ne seront pas répétés dans la présente section.
Cependant, certaines hypothèses, spéculations et considérations qui n’ont pas été
mentionnées dans les articles seront abordées.
6.1. Discussion et considérations de la première étude
Lors de la première étude, nous avons évalué la PHG induite par un clamp
hyperglucagonémique (2ug/kg/min) chez des rats soumis à des conditions
alimentaires (diètes standard ($D) ou riche en lipides (HF)) et d’activité (sédentaire
ou entraînement) différentes. Les résultats expérimentaux indiquent que la PHG des
rats sédentaires soumis à une diète HF est significativement inférieure à celle des
rats soumis à une diète SD. L’entraînement en endurance permet de rétablir
partiellement la PHG des rats soumis à une diète HF à des taux similaires de celle
des rats sédentaires nourris à une diète SD.
6.1.1. Production hépatique de glucose
La PHG est le résultat de la dégradation du glycogène (glycogénolyse) et de
la synthèse de nouveau glucose en provenance du lactate, d’acides aminés et de
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glycérol (gluconéogenèse). Le niveau d’activation de la gluconéogenèse est régulé
par les enzymes phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), fructose-1,6-
bisphosphatase (FBPase) et glucose-6-phosphatase (G-6-Pase) (Figure 8). En
situation asymptomatique, l’insuline a la capacité capacité d’inhiber la
gluconéogenèse en diminuant l’activité de ces trois enzymes (157, 158, 159). Donc,
en situation post-prandiale, quand la concentration d’insuline est à son paroxysme, la




















Figure 8 : Contrôle de la gluçonéogenèse par l’insuline et le glucagon. A: rôle de
l’insuline dans la gluconéogenèse post-prandiale; B : rôle du glucagon dans la
gluconéogenèse à jeun.
Par contre, lors de pathologies telles que la résistance à l’insuline, la SHNA
et le diabète de type 2, la gluconéogenèse post-prandiale auguiente (26, 95, 134,
194). Certaines études montrent que lors de ces conditions, les lipides circulants et
hépatiques sont responsables de la perte de l’action inhibitrice de l’insuline sur les
enzymes gluconéogéniques (84, 95, 134, 194). Cette modification de l’action de
l’insuline entraîne une augmentation significative de la production hépatique de
glucose en situation post-prandiale.
Il se peut que le développement d’une résistance hépatique au glucagon lors
des premières semaines d’un traitement à une diète riche en lipides ait un rôle
inhibiteur sur la sur-production de glucose en provenance de la gluconéogenèse.





l’activité de la phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), fructose-1,6-
bisphosphatase (fBPase) et glucose-6-phosphatase (G-6-Pase). Il est for-t probable
qu’une résistance hépatique au glucagon se développe en réaction à la perte
d’inhibition de l’insuline sur ces enzymes. En effet, la perte de sensibilité du foie au
glucagon a pour effet de minimiser l’effet stimulateur de cette hormone sur les
enzymes clés de la gluconéogenèse. Il en résulte une diminution de la production
hépatique de glucose en provenance de la gluconéogenèse en réponse à une
hyperglucagonémie. Cette perte de stimulation du glucagon sur la G-6-Pase affecte
également la glycogénolyse : après la conversion du glucose-1 phosphate en
glucose-6-phosphate, la G-6-Pase libère le glucose provenant du glycogène
hépatique dans la circulation sanguine. Ainsi, en plus d’inhiber la gluconéogenèse,
la résistance hépatique au glucagon peut réduire l’efficacité de la glycogénolyse en
diminuant l’activité enzymatique de la G-6-Pase.
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Figure 9: Contrôle de la gluconéogenèse par l’insuline et le glucagon. C : perte d’inhibition de
l’insuline lors d’une pathologie; D; rôle hypothétique de la résistance au glucagon pour rétablir
la gluconéogenèse
Des modifications dans la sensibilité du foie au glucagon ont été observées
lors de différentes conditions symptomatiques chroniques (26, 155, 169). Lors de
ces pathologies, la perte de sensibilité du glucagon est uniquement observée sur la
glycogénolyse. La diminution de la stimulation de glycogénolyse par le glucagon est
accompagnée d’une augmentation de la gluconéogenèse sans changements dans la
production hépatique de glucose. Par contre, nous croyons que les adaptations
métaboliques observées lors de ces études sont le fruit d’une adaptation chronique à
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la présence de lipides hépatiques. Aucune étude, à notre connaissance, n’a tenté de
vérifier les adaptations à court terme de la présence de lipides hépatiques sur la
gluconéogenèse et la glycogénolyse. Il est fort possible que dans les premières
semaines du développement d’une SHNA induite par une diète riche en lipides, la
sensibilité de la gluconéogenèse ainsi que celle de glycogénolyse au glucagon
peuvent être altérées. Dans notre première étude, l’observation d’une plus faible
production hépatique de glucose dans le groupe HF-Sed par rapport au groupe SD
Sed, malgré un taux de dégradation du glycogène hépatique semblable, suggère une
défectuosité dans la réponse de la gluconéogenèse au glucagon. De plus amples
études sont nécessaires pour élucider les adaptations de la gluconéogenèse et de la
glycogénolyse à une diète riche en lipides de huit semaines.
Si nous acceptons l’hypothèse que la résistance hépatique au glucagon se
développe en réponse à la perte d’inhibition de l’insuline sur les enzymes de la
gluconéogenèse et de la glycogénolyse, il faut également considérer que cette
résistance hépatique au glucagon peut contribuer à la pathogenèse de la SRNA. Une
diminution de l’activité de la G-6-Pase a pour conséquence d’accumuler du glucose-
6-phosphate pour ensuite le diriger dans le cycle des pentoses. Cette voie
métabolique est responsable, entre autres, de la conversion du glucose en
triglycérides. Il est probable qu’en plus de diminuer la production hépatique de
glucose, la résistance hépatique au glucagon contribue au développement de la
SHNA en favorisant la synthèse de triglycérides dans les hépatocytes.
Il a déjà été suggéré que l’entraînement en endurance est un inhibiteur de la
production hépatique de glucose chez les personnes obèses (51). Cette affirmation
est basée sur l’observation que l’entraînement physique en endurance améliore la
sensibilité hépatique à l’insuline. En augmentant cette sensibilité, l’entraînement
physique améliore le rôle inhibiteur de l’insuline sur les enzymes clés de la
gluconéogenèse. Cette observation a été validée à maintes reprises au cours des
vingt dernières années (52, 54, 78, 186). Or, dans la présente étude, il est justifié de
penser que la résistance hépatique au glucagon induite par une diète riche en lipides
peut être partiellement renversée par l’entraînement physique en endurance. De
récentes études montrent que 1’ entraînement et l’exercice physique en endurance ont
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la capacité d’augmenter la sensibilité du foie au glucagon (61, 62, 117, 129, 171).
L’augmentation de la production hépatique de glucose du groupe Hf-Tr en réponse
à un clamp hyperglucagonémique suggère que l’entraînement en endurance diminue
l’inhibition exercée sur les enzymes de la gluconéogenèse. Nous croyons que la
diminution de l’expression et de l’activité des enzymes clés de la gluconéogenèse
résultant du développement d’une résistance hépatique au glucagon peuvent être
évitées grâce à un entraînement physique en endurance. Par contre, nous ignorons
comment l’entraînement améliore la production hépatique de glucose induite par un
clamp hyperglucagonémique chez des rats soumis à une diète riche en lipides. Bien
que plusieurs avenues d’interprétation nous sont offertes, de plus amples études sont
nécessaires pour élucider ces résultats.
En résumé, nous croyons que la résistance hépatique au glucagon observée
lors de notre première étude se veut un phénomène protecteur voire en réaction à une
perte de l’action inhibitrice de l’insuline sur les enzymes clés de la gluconéogenèse.
Toutefois, nous ne croyons pas que cette résistance hormonale persiste à long terme
sur la production hépatique. L’utilisation d’antagoniste au glucagon et à son
récepteur hépatique dans le traitement du diabète de type 2 (130) nous pousse à
croire que la résistance hépatique au glucagon est bénéfique dans les premiers
instants du développement de la résistance hépatique à l’insuline et du diabète de
type 2 induit par une diète riche en lipides. L’ensemble de la littérature confère à
l’entraînement physique en endurance un rôle important dans l’augmentation de la
sensibilité tissulaire à l’insuline. Dans la présente étude, nous confirmons les
résultats d’études antérieures voulant que l’entraînement et l’exercice en endurance
améliorent la sensibilité hépatique au glucagon (61, 62, 117, 129) en plus d’étendre
ces observations à la $HNA.
En ce qui a trait aux mécanismes responsables du développement de la
résistance hépatique au glucagon et de la perte d’action du glucagon sur les
hépatocytes et les métabolismes intermédiaires, nous référons le lecteur aux sections
6.2 et 6.3.
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6.2. Discussion et considérations de la deuxième et troisième étude
6.2.1. Résultats de la seconde étude
Pour tenter d’expliquer la baisse d’efficacité du glucagon observée lors de
notre première étude, nous avons décidé de vérifier si les paramètres membranaires
responsables de l’initiation de la cascade de signalisation intracellulaire du glucagon
sont modifiés par les triglycérides hépatiques. Précédemment, une étude de Gauthier
et al. (74) sur la cinétique du développement de la SHNA à une diète riche en lipides
révéle une accumulation maximale de triglycérides hépatiques après deux semaines
de traitement alimentaire. Nous avons donc opté pour deux semaines de traitement
alimentaire à une diète riche en lipides afin de voir si une quantité maximale de
triglycérides hépatiques peut modifier les paramètres membranaires responsables de
l’initiation de la cascade de signalisation intracellulaire du glucagon. Nous avons
donc mesuré la densité (nombre) et l’affinité des récepteurs hépatiques
membranaires au glucagon en plus de vérifier le contenu protéique en protéines G
stimulantes (GsŒ) et inhibitrices (GiŒ2). Nous avons observé une diminution du
nombre de RG, du contenu membranaires en protéines GsŒ, du ratio Gs/Gi ratio en
plus d’observer une relation causale entre les triglycérides hépatiques et la
diminution du nombre de récepteurs membranaires au glucagon. Les modifications
dans les paramètres membranaires responsables de l’initiation de la cascade de
signalisation intracellulaire du glucagon peuvent ainsi expliquer la résistance
hépatique au glucagon observée lors de notre première étude.
6.2.2. Modification du contenu membranaire en protéines Gs et GiŒ2 et son impact
sur l’homéostase glucidique
Des modifications dans le contenu membranaire en protéines Gsa ont
précédemment été observées dans diverses lignées cellulaires (133, 207), dans des
animaux génétiquement modifiés (ob/ob, fa/fa, db/db) et chez des humains et
animaux souffrant de physiopathologies comme l’obésité et le diabète de type 2 (13,
14, 32, 76, 211). Plusieurs auteurs avancent l’hypothèse que ces modifications sont
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influencées par diverses hormones (127). Au niveau hépatique et adipocytaire, il est
suggéré que l’insuline peut réguler le contenu tissulaire en protéines GsŒ (93, 144).
Par contre, peu d’études ont, à ce jour, tenté de vérifier le rôle de l’insuline sur la
régulation des protéines Gs.
Les hormones thyroïdiennes et les glucocorticoïdes ont la capacité d’altérer
la réponse cellulaire aux catécholamines, à l’insuline et au glucagon (123). Ces
hormones influencent également l’expression des protéines G dans nombreux tissus.
En effet, une augmentation des hormones thyroïdiennes et des glucocorticoïdes
diminue l’expression des sous-unités Œ et f3 des protéines GsŒ et Gi ainsi que la
quantité de récepteurs -adrénergiques et l’unité catalytique de l’adénylate cyclase
dans diverses cellules (127). Chez la souris ob/ob et dans l’obésité humaine, on
observe à la fois une diminution des protéines G5Œ (13, 32) et une augmentation
drastique des concentrations plasmatiques d’insuline, de glucocorticoïdes et des
hormones thyroïdiennes. Parce que la transcription (ARNm) des protéines GsŒ est
normale chez les souris ob/ob et dans les modèles d’obésité humaine et animale, il
est suggéré, mais non prouvé, que ces augmentations hormonales diminuent la
traduction des protéines GsŒ dans les différents modèles expérimentaux (123). Dans
notre seconde étude, la diminution du contenu en protéines GsŒ ne peut être le
résultat d’une augmentation des concentrations plasmatiques d’insuline : les
concentrations d’insuline dans les groupes $D et HF sont similaires malgré une plus
grande réduction du contenu en protéines GsŒ dans le groupe HF. Puisque nous
n’avons pas mesuré les concentrations plasmatiques des glucocortocoïdes et des
hormones thyroïdiennes, nous ignorons si ces derniers jouent un rôle dans la
diminution des protéines GsŒ dans notre modèle de SHNA. Toutefois, nous savons
que les effets délétères des glucocorticoïdes et des hormones thyroïdiennes sur les
protéines Gsft se développent uniquement si les concentrations plasmatiques
d’insuline sont élevées (24). Dans la présente étude, nous croyons qu’il est
improbable que les glucocorticoïdes et les hormones thyroïdiennes soient
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responsables de la diminution en protéines G5Œ: les concentrations plasmatiques
d’insuline sont trop basses pour potentialiser les effets de ces deux hormones.
Il est difficile de conférer une fonctionnalité métabolique à une diminution
des protéines GsŒ. Peu importe le mécanisme responsable de la diminution du
contenu en protéines Gs dans les adipocytes et les hépatocytes, il semble qu’une
modification du contenu protéique en Gs ne diminue pas la stimulation de
l’adénylate cyclase par les catécholamines et le glucagon chez les souris ob/ob ou
dans un modèle animal d’induction de l’obésité par une diète riche en lipides (14,
123). En effet, une diminution de 50% de la concentration membranaire des
protéines GsŒ n’entraîne aucune baisse de l’activation de l’adényÏate cyclase (65,
123). Il est observé que de fortes concentrations d’adénylate cyclase sont
atteignables malgré une diminution significative dans le contenu membranaire en
protéines G5Œ (34). Ainsi, il est possible que la diminution observée dans la
production hépatique de glucose induite par le glucagon dans diverses pathologies
(26, 155, 169) et dans notre modèle de SHNA ne soit pas le résultat d’un
changement dans les concentrations membranaires des protéines Gs hépatiques.
Il existe très peu d’informations dans la littérature concernant des
modifications «naturelles » de l’expression et de l’activité de la protéine Gi2 lors
de physiopathologies comme le diabète de type 2 et la SHNA. Les seules
informations pertinentes de cette protéine lors de ces physiopathologies proviennent
d’études sur des animaux mutants (db/db et ob/ob) et transgéniques (13, 14, 76,
220). Les souris db/db et ob/ob montrent une diminution de l’expression des
protéines GiŒ2 tandis qu’une souris transgénique sous-exprimant la protéine Gi2
hépatique est utilisé en tant que modèle d’étude de la résistance à l’insuline. Une
déficience en protéine GiŒ2 semble augmenter l’activité des protéines-tyrosines
phosphatases et diminuer la phosphorylation des RS-l par l’insuline. Une fois de
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plus, il faut insister sur le fait que ces modifications proviennent de mutation et de
manipulation génique. Leur pertinence est discutable lorsqu’on les compare à nos
résultats. Bien que nos résultats divergent de ces derniers, une augmentation du
contenu protéique en GiŒ2 dans notre modèle de SHNA est compatible avec les
résultats observés lors de notre première étude : une augmentation des GiŒ2 aurait
comme conséquence de limiter l’activation de l’adénylate cyclase, de l’ÀMPc et de
la PKÀ suite à une stimulation au glucagon. Faisant ainsi, une diminution de la
production hépatique de glucose sent suit. Par contre, nous ne savons pas encore
quels sont les éléments (circulants ou tissulaires) de la diète riche en lipides qui
provoquent l’augmentation des protéines GiŒ2
L’interprétation des résultats de notre seconde étude et des études antérieures
sur les protéines GsŒ et GiŒ2 requiert une attention méthodologique. En effet, la
quantification du contenu cellulaire en ARNm et en protéines de la Gs et GiŒ2 se
fait presque exclusivement sur des préparations membranaires d’hépatocytes. Il est
suggéré, mais non prouvé, que certaines protéines G ne sont pas exclusivement
membranaires, mais également cytosoliques (133). Si tel est le cas, une toute autre
avenue d’interprétation des résultats s’imposerait. Par contre, nous préférons ne pas
aborder ce sujet de discussion dans la présente thèse.
On accepte depuis longtemps que les mécanismes cellulaires résponsables de
l’activation de la voie de signalisation des protéines G sont linéaires : la stimulation
d’un récepteur par son agoniste mène à la dissociation du sous-unité Œ du dimère f3y
et l’activation d’effecteurs en aval. Cependant, la découverte récente d’une famille
de protéines RGS (regulators of G protein signaling) vient complexifier les notions
jusqu’à maintenant acquises dans la signalisation cellulaire médiée par les protéines
G (54). Les RGS ont pour fonction d’accélérer l’activité intrinsèque de la GTPase
(GAP) sur la sous-unité GŒ et de diminuer la liaison de cette sous-unité sur des
effecteurs. Le rôle des RGS est donc de diminuer l’activation de l’adénylate cyclase






Figure 10 : Rôle de RGS dans l’activation des protéines G dans les récepteurs couplés
aux protéines G. GTP: Guanine tri-phosphate; GDP: Guanine di-phosphate; Pi:
phosphate inorganique; GAP : guanosine triphosphatase-activating proteins; RGS
Regulators of G-protein signaling; a, 13, y: sous-unités alpha, beta et gamma de la
protéine G hétérofrimérique
Lors de diverses pathologies, il est montré que l’activation de l’adénylate
cyclase par un ligand peut être maintenue malgré une diminution significative du
contenu membranaire en protéines G5Œ (26, 34, 65, 123, 169). Il est donc justifié
de croire que des modifications dans la production hépatique de glucose lors de
notre première étude et lors de ces différentes pathologies (26, 34, 65, 123, 169) sont
peut-être le résultat de modifications de l’action des RGS sur la
formationlstimulation d’effecteurs en aval au protéines GsŒ. Une diminution de
l’expression et de l’activité des RGS a déjà été observée chez des souris C57BL/6J
suite à une diète riche en lipides de dix semaines. Pour les auteurs, la perte
d’inhibition des RGS dans ce modèle animal spécifique explique l’augmentation de
la production hépatique de glucose observée (168). Par contre, il est important de
mentionner que la souris C57BL/6J des laboratoires Jackson est un animal
susceptible à l’obésité et au diabète de type 2 induits par une diète riche en lipides. Il
est fort possible que les effets délétères observés chez la souris C573L/6J lors d’une
diète riche en lipides de dix semaines sont uniques à ce génotype. Toutefois, il se
peut que des modifications des RGS peuvent survenir lors d’une diète riche en
lipides chez un rats de type Sprague Dawley comme ceux utilisés lors de nos études.
À la lumière des ces informations, trois questions s’imposent: 1) Est-ce possible que
e
la diminution du contenu en protéines G5Œ, observée lors de notre seconde étude soit
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accompagnée d’une modification de l’expression et l’activité des RGS? 2) Est-ce
que des modifications dans l’activité des RGS lors du développement de la SHNA
de notre première étude peuvent expliquer la diminution de la production hépatique
de glucose induite par le glucagon? 3) Est-ce que l’entraînement et l’exercice
physique en endurance modulent l’expression et l’activité des RGS?
En attendant plus d’informations, nous ne pouvons que spéculer sur le rôle
régulateur des RGS dans notre modèle d’induction d’une $HNA et de l’impact de
l’exercice physique sur ces protéines.
Il est possible que les modifications de la PHG induite par le glucagon
observées lors de notre première étude et lors d’études antérieures (26, 155) soient le
résultat: 1) D’une défectuosité en amont et/ou en aval de l’adénylate cyclase dans la
voie de signalisation PKÀ-dépendante ou 2) d’une défectuosité dans la liaison du
glucagon sur son récepteur et d’une diminution de la disponibilité du récepteur pour
le glucagon. Nous discutons du deuxième point lors de la prochaine section.
6.2.3. Résultats de la troisième étude
Suite à l’observation d’une diminution de la production hépatique de glucose
en réponse au glucagon lors de notre première étude et d’une diminution du nombre
de récepteurs au glucagon (Bmax) lors de notre seconde étude, nous voulons
expliquer davantage la perte de sensibilité des hépatocytes au glucagon observée
dans notre modèle de SHNA. À cette fin, nous avons mesuré le contenu hépatique
total, membranaire, endosomal et lysosomal en RG pour déterminer si la
désensibilisation et l’intemalisation des récepteurs au glucagon dans notre modèle de
SHNA explique la perte de réponse des hépatocytes au glucagon. L’absence d’effets
d’un exercice physique en endurance de 30 minutes lors de la seconde étude nous
oblige à étendre cette période à 60 minutes. Après deux semaines de diète Hf, une
diminution (55%) significative (F < 0.05) de la quantité totale de RG ainsi que des
récepteurs membranaires (20%) est observée. Parallèlement, une augmentation de la
présence de RG dans les fractions endosomales et lysosomales est mesurée chez les
animaux nourris avec une diète HF. Les effets de l’exercice aigu sur les récepteurs
hépatiques au glucagon sont observés uniquement sur les membranes plasmiques et
178
la fraction endosomale: une seule séance d’exercice en endurance de 60 minutes
diminue significativement le contenu membranaire en RG lors des deux diètes tout
en augmentant la présence de glucagon dans la fraction endosomale des rats soumis
à une diète $D.
6.2.4. Mécanismes responsables de la désensibilisation et de l’intemalisation des
récepteurs hépatiques au glucagon observées lors des études 2 et 3
Peu d’études ont tenté d’élucider les effets du diabète de type 2, de l’obésité
ou de la SHNA sur les mécanismes inhérents à la désensibilisation et dégradation
des récepteurs hépatiques au glucagon. Comme nous le mentionnons dans la section
1.5 et dans les discussions du second et du troisième article, les nombreuses études
sur les mécanismes responsables de la désensibilisation et l’intemalisation des
récepteurs couplés aux protéines G (10, 31, 73, 85, 114, 115, 116, 121, 147, 160,
183) proposent des pistes explicatives à ce phénomène cellulaire. Par contre, comme
nous l’indiquons dans les articles 2 et 3, nous ignorons toujours comment la SHNA
affecte les protéines et les mécanismes impliqués dans la désensibilisation des
RCPG.
De même, il est concevable que des mécanismes cellulaires et moléculaires
indépendants à ceux discutés dans les sections 1.5 et dans les articles 2 et 3 soient
responsables de la désensibilisation et l’intemalisation des RG lors de la SHNA. De
récentes études sur le rôle de la cytokine TNF-Œ ainsi que de la sphingomyélinase
dans les maladies lipidiques offrent peut-être une nouvelle avenue d’explication.
Dans la section 1.9, nous discutons des mécanismes responsables de
l’apparition de la SRNA. Sans vouloir reprendre cette section, nous ajoutons
maintenant quelques éléments d’informations à ceux déjà exposés.
Dans la SHNA, la combinaison de la peroxydation lipidiques et la synthèse
de cytokines serait à l’origine des multiples effets délétères observés au niveau
hépatique lors de cette pathologie. Par contre, il semble que le TNf-Œ, qui intervient
à un stade précoce du développement de la SHNA, joue un rôle crucial dans le
développement de ces effets délétères (153). Divers agents tels que les virus,
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l’éthanol et les toxines peuvent stimuler la production hépatique du TNf-Œ par les
cellules de Kupffer. Par la suite, le TNF-u se lie à son récepteur cytoplasmique,
exprimé dans les hépatocytes, et conduit à l’activation de plusieurs protéines
intracellulaires qui stimulent diverses kinases et protéases (126). Chez les patients
atteints de SHNA, on note une surexpression de l’ARN messager du TNf-Œ dans le
foie et les tissus adipeux (4$). Comme il est observé dans des modèles animaux
(150) ainsi que chez des patients atteints de SHNA (213), l’augmentation du TNF-Œ
peut résulter de l’accumulation de lipides hépatiques ou circulants. Le TNF-Œ serait
également responsable des altérations structurales et fonctionnelles observées dans
les mitochondries des hépatocytes de souris génétiquement obèses (ob/ob) et
stéatosées (37, 104).
De récentes études montrent que certains domaines des récepteurs au TNF-Œ
peuvent activer divers spingomyélinases (124, 143, 212): la sphingornyélinase est
l’enzyme responsable de la dégradation des sphingolipides. Ces phospholipides,
et en particulier la sphingomyéline et les céramides, sont impliqués dans
diverses voies de signalisation cellulaires en plus d’être des phospholipides
importants dans l’intégrité des membranes plasmiques de différentes
cellules (69, 120). Les sphingolipides fonctionnent également comme second
messager pour une grande variété de stimuli (facteurs de croissance et de
différenciation, cytokines inflammatoires [TNf-Œ, IL, etc.,..J, LDL oxydées,
etc...). Or, comme nous l’avons mentionné précédemment, le TNF-Œ se fixe
à son récepteur et peut activer diverses sphingomyélinases membranaires:
il en résulte une libération de céramides. Ces produits dérivés des
sphingomyélinases semblent être les principaux effecteurs intracellulaires du
TNF-Œ. Une variation des concentrations cellulaires de sphingomyéline et de
sphingomyélinase peut entraîner des changements dans le métabolisme de
la signalisation intracellulaire du glucagon et ainsi expliquer, du moins en
partie, les effets délétères observés dans notre modèle de SHNA.
Dans une étude ayant incubé des hépatocytes avec de la
sphingomyélinase, une diminution significative de l’activation de l’adénylate
cyclase par le glucagon est observée (100). Les auteurs énoncent
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l’hypothèse que les sphingomyélinases ont peut-être la capacité de diminuer
la présence de récepteurs membranaires au glucagon au niveau des
hépatocytes en plus d’augmenter leur dégradation dans les lysosomes.
Toutefois, à ce jour, aucune étude n’a tenté de vérifier le rôle de ces
enzymes sur la régulation cellulaire et moléculaire des RG.
À la lumière de ces informations, nous croyons qu’il existe des
mécanismes « alternatifs» à la désensibilisation des récepteurs hépatiques
au glucagon lors d’un SHNA. L’augmentation du TNF-a, observée lors de
cette pathologie (37, 67, 104, 150), peut stimuler une variété de récepteurs
au TNF entraînant la génération et l’activation de diverses
sphingomyélinases et produits dérivés (143, 212). Cette prolifération
enzymatique au niveau hépatique peut engendrer une diminution de la
sensibilité du foie au glucagon (100) en diminuant la quantité et la présence
de RG au niveau hépatique. Par contre, de plus amples études sont
nécessaires pour déterminer comment les sphingomyélinases et le TNF-a
affectent 1) la désensibilisation des RG, 2) son internalisation, 3) sa
synthèse (traduction) et/ou 4) sa transcription (mARN).
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6.3. Modèle hypothétique d’induction de la résistance hépatique au glucagon lors
d’une stéatose hépatique induite par une diète riche en lipides
En considérant les résultats des études de ce projet doctoral et de
l’information disponible dans la littérature, nous proposons un modèle
d’induction de la résistance hépatique au glucagon lors d’une SHNA. Bien
que ce modèle se veut hypothétique, nous y intégrons les connaissances
jusqu’à maintenant acquises dans l’étude du glucagon en plus d’y incorporer
des mécanismes d’action que nous jugeons « potentiellement
responsables » de la diminution de la sensibilité hépatique au glucagon lors
de la SHNA.
L’ensemble de l’information retenue pour l’élaboration de ce modèle a
déjà été exposé dans cette thèse. Cependant, pour bien resituer le lecteur
dans l’ensemble des informations abordées jusqu’à présent, nous
présentons un petit résumé de l’ensemble des connaissances abordé dans
le cadre de cette thèse en ce qui à trait au développement de la résistance
hépatique au glucagon lors d’une SHNA
1) Informations sur le glucagon, les lipides et l’insuline:
• Rôle du glucagon dans le contrôle de l’expression des enzymes de la
gluconéogenèse (Section 1.3.2.)
• Diminution du nombre de récepteurs hépatiques au glucagon dans
une physiopathologie comme le diabète, cirrhose, SHNA (Sections
1.5. et 1.9.)
• Diminution du nombre de protéines G dans diverses pathologies
lipidiques (Section 1.9.)
• Le rôle et l’impact de l’insuline lors d’une résistance à l’insuline sur la
lipolyse, la glycogénolyse et la gluconéogenèse (Section 1.9.)
2) Informations sur le rôle potentiel de diverses voies métaboliques sur la
diminution de la sensibilité du foie au glucagon
• Rôle des lipides hépatiques dans la perte de sensibilité du foie au
glucagon (Section 1.9.)
• Rôle des PKC, PKA, AMPc, GRK, Barr dans la désensibilisation et
I’internalisation des RCPG (Section 1.5.)
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• Le rôle des RGS dans la diminution du couplage des protéines G et
l’adénylate cyclase (Section 6.2.2.)
• Lien entre le TNF-a et les sphingomyélinases (Section 6.2.4.)
• Le rôle des sphingomyélinases (Section 6.2.4.)
• Le rôle des triglycérides sur la traduction et la transcription des
différentes enzymes du métabolisme du glucagon et de son récepteur
(Section 1.9.)
Figure il: Modèle hypothétique d’induction de la résistance hépatique au glucagon lors d’une
stéatose hépatique induite par une diète nche en lipides. ay: Protéine G hétérotrimérique; AC
adénylate cyclase; AGL: Acides gras libres; Barr: Beta Arrestine; AMPc : Adénosine mono
phosphate cyclique; Gs: Protéine G stimulante; GRK: G-Protein retated kinase LHS : Lipase
hormono-sensible; PHG: Production hépatique de glucose; RGS : Regulators of G pmtein signating;
TNF-cc: Tumor necrosisfactor-]; TNF-aRc: Tumor necrosisfactor-] cytosolic receptor.
L’ingestion d’une diète riche en lipides engendre des effets délétères bien
connus. Entre autres, le développement de la résistance à l’insuline provoque
nombreuses décompensations cellulaires et moléculaires. Or, nous croyons que le
développement de la résistance à l’insuline lors des premières semaines de
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l’ingestion d’une diète riche en lipides engendre la résistance hépatique au glucagon.
183
Jumelé à l’absorption de lipides, l’augmentation de la lipolyse adipocytaire,
résultant de la résistance à l’insuline, favorise l’estérification hépatique des acides
gras libres. En plus d’engendrer la stéatose hépatique non-alcoolique, cette
augmentation de triglycérides hépatiques peut activer des voies de signalisation
spécifiques: PKC/PKAIAMPc, TNF-Œ/sphingomyélinase, RGS. Chacune de ces
voies de signalisation semble jouer un rôle dans la désensibilisation des RCPG et
dans la signalisation cellulaire du glucagon. Ainsi, il se peut qu’une de ces voies (ou
une synergie de voies) soit activée lors du développement de la résistance à
l’insuline dans un modèle de $HNA. Il en résulterait une diminution de la
disponibilité des récepteurs membranaires au glucagon (GRKIBan,
sphingomyélinases), une augmentation de leur dégradation dans les lysosomes
(GRK/Barr) et une diminution de la signalisation intracellulaire du glucagon via la
protéine Gs. Il est également possible que les triglycérides hépatiques affectent
directement la transcription des RG et des enzymes de la gluconéogenèse au niveau
du noyau nucléaire via des facteurs transcriptionnels quelconques. En considérant
ces notions, la production hépatique de glucose serait diminuée lors d’une
stimulation au glucagon.
La baisse du nombre de récepteurs au glucagon signifie que le glucagon ne
peut plus moduler certaines enzymes hépatiques de la gluconéogenèse et de la
glycogénolyse (section 1.5.). Suite à la perte de l’inhibition de l’insuline sur les
enzymes de la gluconéogenèse lors des maladies lipidiques (section 1.9.), la PHG
augmente. Or, la perte de sensibilité du foie au glucagon peut limiter l’activation
des enzymes de la gluconéogenèse par cette hormone et ainsi diminuer la PHG
observée lors d’un clamp glucagonémique (section 6.1.1.).
Ce modèle hypothétique du développement de la résistance hépatique au
glucagon explique les résultats expérimentaux observés lors des trois projets inclus
dans cette thèse. Par contre, comme ce dernier est hypothétique, de plus amples
recherches sont nécessaires pour vérifier la véracité de ce modèle.
6.4. L’impact de l’entraînement et de l’exercice physique en endurance sur la
résistance hépatique au glucagon
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L’ entraînement et l’exercice en endurance permettent d’augmenter la
sensibilité du foie au glucagon (61, 62, 117, 129). Par contre, à ce jour, aucune
étude n’avait étudié le rôle de l’activité physique sur la sensibilité du foie au
glucagon lors d’une physiopathologie telle que la SRNA. Les études ayant permis
de déceler une amélioration de la sensibilité hépatique au glucagon lors d’un
entraînement physique en endurance montrent une augmentation de la quantité de
RG (61, 62, 117, Melancon et al., résultats non publiés). Bien que cette
augmentation explique la meilleure sensibilité observée, elle ne permet pas de cibler
les facteurs inhérents à l’entraînement qui provoque le changement du nombre de
RG.
Dans l’optique de la SFfNA, déterminer les effets de l’exercice et de
l’entraînement physique en endurance sur la sensibilité du foie au glucagon est
doublement difficile : est-ce que l’amélioration de la sensibilité hépatique au
glucagon lors de la SHNA est dûe 1) à un effet direct de l’entraînement et de
l’exercice sur le récepteur et ses mécanismes de désensibilisation et resensibilisation
ou sur 2) l’amélioration des facteurs systémiques (AGL) et intra-hépatiques (TG,
sensibilité à l’insuline, etc.).
Certaines études antérieures montrent que la présence d’un protocole
d’entraînement physique atténue le gain en adiposité, la détérioration du profil
lipidique, le développement de la résistance à l’insuline et la SHNA (15, 74, 75, 106,
140, 172). Dans notre première étude, nous avons montré que l’amélioration de la
sensibilité hépatique au glucagon, suite à un entraînement physique en endurance,
est le résultat d’une diminution de la concentration des triglycérides hépatiques.
Comme nous le mentionnons à la section 1.9., nous croyons que les lipides
hépatiques peuvent activer de nombreuses voies de signalisation qui affaiblissent
l’efficacité du glucagon au niveau hépatique. Si 1’ entraînement diminue la quantité
de triglycérides hépatiques, il est possible qu’il augmente la sensibilité hépatique du
glucagon en diminuant l’activation de ces voies de signalisation.
Est-ce que l’entraînement en endurance peut moduler directement les
multiples voies de signalisation mentionnées jusqu’à présent?
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Rares sont les études qui ont tenté de vérifier les effets de l’entraînement
physique en endurance sur le contenu hépatique en RGS, TNF-Œ, PKA, PKC, GRK,
3Arr. Comme preuve, nous n’avons répertorié aucune étude dans la littérature qui
traite des effets de l’exercice et/ou de l’entraînement en endurance sur l’expression,
traduction, la transcription et le contenu hépatique des RGS, de la PKA et de la
PKC, des sphingornyélinases, des GRK et des f3Arr. Il nous est donc impossible de
savoir comment l’exercice et/ou l’entraînement affectent ces effecteurs cellulaires.
En ce qui a trait au TNF-Œ, une récente étude n’a montré aucun effet de
1’ entraînement en endurance sur le contenu hépatique en TNF-Œ (47).
Conséquemment, nous ignorons toujours comment l’entraînement et/ou
l’exercice en endurance peut moduler la sensibilité hépatique au glucagon lors d’une
SHNA. Le fait de ne pas avoir répertorié d’études sur le rôle de l’entraînement et de
l’exercice en endurance sur les différents effecteurs cellulaires discutés lors de cette
thèse nous permet d’envisager plusieurs avenues de recherche dans ce domaine.
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Gauthier MS, Couturier K, Cliarbonneau A, Lavoie JM. Effects of introducing
physical training in the course of a 16-week high-fat diet regimen on hepatic
steatosis, adipose tissue fat accumulation, and plasma lipid profile. Int J Obes Relat
Metab Disord. 2004, 28(8):1064-71.
OBJECTIVE: We recently reported that an 8-week high-fat diet-induced hepatic
steatosis was completely prevented if an exercise training programme was
introduced and pursued concurrently with the diet. The purpose of the present study
was to detennine the extent to which introducing exercise training at rnid-point in
the course of a 1 6-week high-fat diet regimen contributes to the reversai of liver
lipid infiltration and the reduction of blood lipid profile deterioration and body fat
accumulation. DESIGN AND SUBJECTS: Two groups of rats were fed a high-fat
diet (42% kcal) for 16 weeks, one remaining sedentary during this entire period (HF
Sed) and the other being exercise trained for the last 8 weeks (HF-Tr). A third group
was fed a standard diet and remained sedentary for ail 16 weeks (SD-Sed). Training
(5 days/week for $ weeks) began $ weeks after introducing the high-fat diet and
consisted of treadmili running that was progressively increased to reach 60 min at 26
mlmin, 10% grade, for the last 4 weeks. MEASDREMENTS: Various parameters
including liver lipid infiltration, fat depots and blood lipids. RE$ULTS:
Unexpectedly, liver lipid infiltration was not significantly higher in HF-Sed than in
SD-$ed rats (means+/-s.e.: 14.9+1-1.7 vs 12.3+/-0.4 mg/g; P>0.05). High-fat
cornpared to age-matched standard fed rats also showed an absence of difference
(P>0.05) in the weight of total visceral fat pads (13%), plasma nonesterified fatty
acids (NEFA), and leptin concentrations, but depicted significantly (P<0.01) higher
values for subcutaneous fat pad weight and plasma triacyglycerol. Exercise training
largely decreased visceral and subcutaneous fat accumulation by 30 and 26%,
respectively (P<0.01) as well as NEFA, triacylglycerol, and leptin concentrations
(P<0.01). CONCLUSION: Liver lipid infiltration does not seem to progress linearly
over 16 weeks ofhigh-fat feeding in light ofwhat lias previously been observed after
8 weeks of high-fat feeding. Introducing a training programme in the course of a 16-
week high-fat diet protocol reduced adiposity, plasma NEFA, and leptin
concentrations below the levels observed in standard fed rats. These data indicate
that, exercise training, whether conducted concurrently or introduced during the
course of a high-fat diet, is an asset to reduce the deleterious effects of a high-fat
diet.
217
Yasari S, Paquette A, Charbonneau A, Gauthier MS, Savard R, Lavoie JM. Effects
of exercise training cessation combined to the initiation of high-fat diet regimen in
rats.
OBJECTIVE: The purpose of the present study was to detennine if exercise trained
rats may benefit from a metabolic protection in response to an obesity stimulus
initiated upon training cessation. DESIGN AN]) SUBJECTS: Two groups of
fernale rats were, first, either treadmili trained for 8 wk or remained sedentary (Sed).
Previously trained (DTr) and Sed rats were, thereafier, submitted either to a high-fat
(HF; 42% kcal) or kept on a standard diet (SD) for another 6 wk while rernaining
sedentary. RESULTS : Immediately afler the training period (T = O), DTr rats
exhibited similar body weight and higher dietary intake but smalier body fat content
(4 fat pads) compared to Sed rats. DTr rats, under both diets, exhibited higher gain in
body fat than $ed rats (DTr vs Sed: 71 vs 8% and 132 vs 55% in $D and HF
respectively) such that fat accretion in ail 4 depots was similar to Sed rats 6 wk afier
training cessation. Despite higher adipocyte fat accretion, liver lipid infiltration was
completely prevented in DTr animais (T = 2 wk under HF diet) and plasma fFA
levels were lower throughout the detraining period. In addition, plasma leptin levels
remained lower in DTr animais throughout the detraining period under the HF diet
condition. CONCLUSION: In spite of an enhanced susceptibiiity to adipocyte fat
accumulation in DTr rats on an HF diet, DTr rats stili benefit from some metabolic
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EVDENCE 0F INDUCED HEPATIC GLUCAGON RESISTANCE IN HIGH
FAT fED RATS : REVERSAL EFFECIS 0F TRAINING
Charbonneau, A., Couturier, K., Gauthier, M.-S., and Lavoie, JM. : University of
Montreal,
FASE3
- SAN DIEGO 2002
The present study was undertaken to test the hypotheses that 1) a high-fat diet
induced hepatic steatosis modifies hepatic glucose production (HGP) in response to
a hypergiucagonemic state and 2) that training enhances hepatic glucagon
sensitivity. HGP ([3-3HJglucose) was measured in four groups of anesthetized rats
infused with glucagon (2 ug/kg/min iv) over a period of 60 min. Two ofthese groups
were normaliy fed ($T) and two other groups were fed a high-fat diet (HF; 40%) for
eight weeks. Each dietary group was subdivided into a six-week trained (TR-60 min
of numing 15-26 mlmin, 10% slope) and a sedentary (SE) group. Plasma glucagon
(-100 000 pg!ml) and insulin (—600 pmol/i) levels were increased sirnilarly in ail
four groups. Glucagon induced-hyperglycemia was higher (P<0,05) in the ST-SE
group than in ail other groups. Hyperglucagonemia had a triglyceride lowering
effect: while plasma triglycerides were reduced significantly, plasma glycerol
increased (P<0,05). Although free fatty acids increased physiologically in ail groups,
It was flot ail statistically significant. The main findings of this study are 1) HGP is
reduced with the feeding of a high fat diet with a hyperglucagonemic clamp
(P<0,05) and 2) that training partially enhance hepatic sensitivity to glucagon in
steatohepatitis with a hypergiucagonemic clamp. The decreased hepatic glucose
production was significantly correlated with the amount of hepatic triglycerides
(r2=0,721, P<0,05). It is concluded that hepatic lipids plays a role in the sensitivity of
the liver to glucagon.
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ALTERATIONS IN HEPATIC GLUCAGON RECEPTOR, GSŒ AN)) GjŒ2,
FDNCTION WITH HEPATIC LIPD INFILTRATION: EFFECTS 0F ACUTE
EXERCISE
Charbonneau, A., Melancon, A., Lavoie, C. and Lavoie, 1M. : University of
Montreal,
NAASO - LAS VEGAS 2004
The present study was undertaken to test the hypothesis that a high-fat diet-induced
liver lipid infiltration is associated with a reduction of hepatic giucagon receptor
density (Bmax), affinity (Kd) and stimulatory G-protein (GSŒ) expression while
enhancing inhibitory G-protein (G2) expression . We also hypothesized that a
single bout of endurance exercise would re-establish hepatic glucagon receptor
response while restoring G protein expression to standard levels. Bmax, Kd,
G2 were rneasured on hepatic plasma membrane in four different groups of rats.
Iwo of these groups were fed a standard diet (ST) whiie the two other groups were
fed a high-fat diet (HF; 40% kcal) for two weeks. Each dietary group was
subdivided into an exercised group (Ex) that was submitted to a single bout of
endurance exercise on a treadmili (30 minutes, 26 mlmin, 0% slope) and a non
exercised (N-Ex) group. Hepatic glycogen concentrations were iower in the HF-fed
groups in both sedentary and exercised rats (P< 0,05). As for hepatic triglyceride
concentrations, they were significantly higher (5 0%) in both HF-fed groups (P<
0,05). Bmax was reduced with high fat feeding (P<0,05) in both sedentary and
exercised state while Kd was significantly higher in the high-fat fed group compared
to the standard group (P< 0,05). Comparisons of ail individual liver triglyceride and
Bmax values revealed that hepatic triglyceride values were associated with the
decrease of glucagon receptor number (F < 0.05, R = -0.79$). Jnterestingly,
expression was significantÏy reduced with liver lipid infiltration whule Gja2
expression increased (P< 0,05). The present results indicate that the high-fat
feeding reduces hepatic glucagon functions which is partially reverse by acute
exercise. It is suggested that liver lipid infiltration may interfere with the action of
glucagon receptors.
